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2. SLOVO ÚVODEM 
 
V dnešní době si člověk začíná uvědomovat důsledky svého chování, především  
průmyslové výroby a nešetrných zásahů při zemědělské výrobě. Právě v moderním 
zemědělství se pro předcházení velkých ztrát na potravinách, především kulturních 
rostlinách vlivem plevelných rostlin, hub, plísní, či hmyzu začalo užívat chemických látek, 
které je možno snadno aplikovat na velké plochy v krátkém čase. Člověk začal vyrábět 
pesticidy. 
Teprve nyní,když se začínají projevovat některé důsledky lidské činnosti, získává naše 
okolí nemalou pozornost a sledování jeho kvality je velmi důležité. Organické sloučeniny 
chlóru, vyskytující se například v DDT, DDE či PCB jsou považovány za látky 
vyvolávající rakovinu. Zákeřnost těchto látek tkví v schopnosti kumulovat se 
v organizmech. Tato je pak dále stupňována hydrofobním chováním těchto látek. Pokud se 
tedy dostane byť nepatrné množství jedné z výše uvedených látek do vodního toku, 
s velkou pravděpodobností ulpí v některém z vodních živočichů. Postupem času se pak 
v těchto i dalších živočiších na vyšších místech potravního řetězce může nahromadit v 
takovém množství, které bude pro dané organismy zdraví poškozující. 
Proto je důležité sledovat stav čistoty nejen velkých toků, ale i těch menších a malých. 
Pravidelným i nahodilým měřením  můžeme předejít škodám nejen na živočiších v okolí 
bezprostředního použití, ale i na jejich konzumentech, tedy i na nás lidech.  
Nejčastěji užívané metody pro měření pesticidů jsou sice velmi precizní a sofistikované, 
ale mají značné technické nároky na jejich zázemí i obsluhu. Měření v terénu je jen obtížně 
proveditelné. Toto dělá dané metody nákladnými a pro běžnou praxi příliš složitými. A 
právě zde získávají jedno ze svých uplatnění elektrochemické senzory, které jsou 
v porovnání například s kapalinovou chromatografií malé, nenáročné pro obsluhu a jejich 
cena při poloautomatizované výrobě klesá na řády jednotek korun za kus. 
Jejich činnost je založena na měření změny vodivosti roztoku, která nastane po katalytické 
reakci přidaného enzymu do roztoku, který obsahuje pesticid. Po proběhnutí reakce je 
roztok obohacen o volné ionty halogenových prvků, které významně ovlivní vodivost 
měřeného roztoku. Tato změna je pak vyhodnocena měřícím přístrojem. Velikost změny 
vodivosti je přímo úměrná množství uvolněných iontů, které jsou úměrné množství 
obsaženého pesticidu, tedy jeho koncentraci. 
Cílem práce tedy bylo vytvořit senzory a jejich povrch optimalizovat pro měření s důrazem 
na limit detekce tak, aby  ve spojení s katalytickou reakcí přidaného enzymu byla schopna 
detekovat a změřit hodnoty koncentrací pesticidů, které se mohou v přírodě vyskytovat. 
Následně takováto měření provést a jejich výsledky patřičně vyhodnotit.       
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3. PESTICIDY 
 
Základní rozdělení pesticidů je určeno podle cílové skupiny organismů, proti kterým mají 
působit a chránit tak kulturní plodiny. Dnes známe pět hlavních skupin těchto přípravků 
používaných zejména v zemědělské prvovýrobě. Jsou to: insekticidy-hmyz;         
fungicidy-houby; nematocidy-háďátka; rodenticidy-hlodavci; herbicidy-plevelné rostliny.             
Dále členíme pesticidy podle obsahu jedné či více účinných látek a případně dalších 
pomocných látek jako jsou smáčedla apod. Z chemického hlediska účinná látka může být 
jak anorganického tak organického původu. Používání anorganických pesticidů 
(sloučeniny na bázi mědi, síry, a dříve také rtuti a cínu) se výrazným způsobem omezuje, 
protože významně kontaminují životní prostředí. Avšak organické pesticidy jsou stále 
velmi hojně využívány v ochraně rostlin. Organické pesticidy jsou většinou 
organofosforové, organochlorové a karbamátové sloučeniny. Působí velmi intenzivně      
na celý organismus a většinou dlouhodobě. Významnou skupinu představují chlorované 
uhlovodíky, které jsou známé svými výraznými účinky na nervovou soustavu či dýchací 
řetězec, a přetrváváním reziduí v životním prostředí. Z důvodu zmíněných negativních 
vlastností byla výroba těchto účinných látek ve vyspělých zemích významným způsobem 
omezena, zatímco v zemích třetího světa jsou stále intenzivně používány. Patří sem 
například skupina pesticidních látek zahrnující deriváty DDT (dichlordifenyltrichlorethan) 
(suma DDT, DDT-p.p., DDD-p.p., DDE-p.p.), HCH (hexachlorcyklohexan), HCB 
(hexachlorbenzen), heptachlor, endosulfan, methoxychlor, aldrin, dieldrin a endrin. Jedná 
se o látky lipofilní povahy, které se mohou díky této vlastnosti vázat na lipidy                     
v organismech, případně v nich přetrvávat, či dokonce iniciovat vznik nádorového 
onemocnění a neplodnost u živočichů [7].  
 
 
 
 
Obrázek 1: DDT (4,4´- dichlordifenyltrichlorethan) [7]. 
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Účinku pesticidních látek jsou vystaveny všechny složky biosféry - vzduch, půda, voda, 
ale i rostliny a živočichové. Rozprášené pesticidy, které nedosáhnou rychle povrchu země 
nebo hladiny vody, mohou být větrem unášeny ve velkých množstvích do značné 
vzdálenosti. Průnik pesticidů v půdě je zpravidla minimální, ale záplavy je mohou odplavit 
do velkých vzdáleností a způsobit např. otravy ryb. Chemicky stabilní pesticidy, především 
DDT, jsou považovány za jedny z nejnebezpečnějších odpadů. Pesticidy jsou aplikovány 
skoro na celé ploše orné půdy.  
Pesticidy, které byly použity na velkých plochách, mohou být prudkými dešti splaveny    
do toků řek, rybníků a oceánů. Zdrojem znečištění se mohou stát havárie v čističkách 
odpadních vod, kdy dojde k úniku užívaných pesticidů. Při průniku z plošně chemicky 
ošetřovaných zemědělských pozemků se mohou pesticidy stát zdrojem znečištění 
podzemních vod. Nejčastějšími škodlivinami v podzemních vodách jsou: organické 
znečištění, ropné uhlovodíky, těžké kovy, pesticidy, dusičnany a ostatní soli.  
Používání chemických sloučenin však přináší také celou řadu problémů:  
1. akumulace a distribuce reziduí pesticidů v ošetřovaných rostlinách; 
2. vliv pesticidů na životní prostředí, dochází k porušení biologické rovnováhy v přírodě; 
3. vznik rezistence na používanou účinnou látku, jak u hmyzu tak u rostlin;  
4. negativní vliv na ostatní hmyz (včely) a rostliny (okrajová rostlinná společenstva);  
5. nebezpečí kontaminace vody a potravy člověka (vznik akutní otravy).  
 
Proto je potřeba vyvíjet rychlé, velmi účinné a přitom ekonomicky málo náročné metody, 
pomocí kterých můžeme pesticidy v životním prostředí efektivně stanovit [7].  
 
3.1. MĚŘENÍ PESTICIDŮ  
Metod, jak určit přítomnost pesticidů, je několik, uveďme jen ty nejpoužívanější s ohledem 
na podstatu funkce metody. Většina těchto metod potřebuje poměrně drahou laboratorní 
techniku a jsou časově náročné. Proto bylo cílem této práce se pokusit vytvořit metodu, 
jejíž užití nebude vázáno na drahou laboratorní techniku a bude možné jej provádět 
v terénu. 
 
Kapalinová chromatografie – dosahuje velice přesných kvantitativních výsledků,         
ale je časově náročná a vyžaduje dobré laboratorní zázemí. Při využití chromatografie      
se postupuje metodou reprezentativních peaků, která je založena na srovnávání ploch 
peaků PCB ve standardu Deloru a ve vzorku. Při analytickém stanovení PCB se musí 
věnovat mimořádná pozornost případné kontaminaci laboratorního skla, všech pomůcek    
a chemikálií. Při porovnávání vzorků se standardy je nutno brát v úvahu pouze 
chromatogramy měřené za stejných podmínek analýzy [7]. 
Imunoanalýza – patří mezi nejznámější imunoanalytické metody, jako je např. RIA 
(radioimunoanalýza), ELISA (imunoanalýza s využitím vázaných enzymů), imunoanalýza 
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na optických vláknech. Metody imunoanalýzy jsou relativně snadným a ekonomicky 
výhodným řešením stanovení polychlorovaných bifenylů (dále jen PCB), které jsou také 
častou složkou v pesticidních roztocích. Jsou to metody rychlé a téměř rutinní. Jedná se     
o techniky založené na interakci protilátky s antigenem. Pomocí imunoanalýzy se detekují 
skupiny kongenerů, které se vyskytují ve většině komerčních směsí. Ve většině případů    
se určuje, zda je obsah PCB pod nebo nad kritickou hranicí. Mohou také poskytovat 
kvantitativní data, pokud je imunochemická detekce ve spojení s extrakcí [8]. 
Analyzátor toxicity pesticidů - slouží ke stanovení množství pesticidů v měřeném vzorku. 
Analyzátor toxicity pesticidů simuluje funkci umělé synapse, která je analogií biologické  
synapse. Místo neelektroaktivního acetylcholinu je použita látka acetylthiocholin (ATCh). 
V umělé synapsi se ATCh rozkládá na thiocholin a kyselinu octovou. Produkt thiocholin  
má elektroaktivní účinky a může být detekován na pracovní elektrodě biosenzoru               
s imobilizovanou vrstvou AChE. Analýza je prováděna elektrochemicky amperometrickou 
metodou za pomocí potenciostatu [9]. 
Elektrochemické stanovení za pomocí enzymu dehalogenázy – Elektrochemické měření 
je prováděno za pomoci potenciometrické metody. Používá systému dvou elektrod pro 
analýzu vzorků s obsahem chlorovaných pesticidů. Jako pracovní elektroda je použita pH 
elektroda, jako referenční elektroda je použita Ag/AgCl [7].  
 
3.2. MĚŘENÍ PESTICIDŮ POMOCÍ EIS 
Pro měření pomocí Elektrochemické impedanční spektroskopie (EIS) bylo využito změny 
vodivosti roztoku v závislosti na množství přítomných chloridových iontů. Připravené 
senzory dosahovaly rozlišení koncentrace v testovacích roztocích řádově v desítkách až 
jednotkách µM. V životním prostředí bývá koncentrace naměřených pesticidů řádově až v 
jednotkách mM, koncentrace chloridových iontů je ale daleko nižší, proto bylo potřeba 
buďto zvýšit rozlišení čidel, což bylo danou technologií nemožné, nebo zvýšit koncentraci 
volných iontů. Druhá možnost se jevila jako velmi perspektivní v souvislosti s využitím 
speciálně vyšlechtěných enzymů, které jsou schopny štěpit halogen uhlovodíky. Proto bude 
rozbor v následující části zaměřen právě na tuto oblast.  
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4. ENZYMY 
Enzymy jsou jednoduché či složené bílkoviny, které katalyzují chemické přeměny nejen     
v živých organismech. Enzymy určují povahu i rychlost chemických reakcí a vytvářejí tak 
v živých organismech harmonickou souhru chemických funkcí. [10]  
Klasifikace enzymů podle funkce: 
 
  1. Oxidoreduktasy : hydrogenace, dehydrogenace, přenos elektronů. 
  2. Transferasy : přenos funkčních skupin 
  3. Hydrolasy : hydrolysa různých vazeb 
  4. Lyasy : štěpí vazby C-C, C-O, C-N jinak než hydrolyticky nebo oxidativně 
  5. Isomerasy : změny uvnitř molekuly (ketosa-aldosa) 
  6. Ligasy (synthetasy) : vazba dvou molekul za současné hydrolysy ATP 
 
Aktivita enzymů, spočívá v ovlivnění rychlosti chemických reakcí snižováním jejich 
aktivační energie. Je udávána jako rychlost katalyzované reakce. Základní jednotkou je     
1 katal. Jednotka 1 katal udává množství enzymu, které přemění 1 mol substrátu               
za 1 sekundu. Toto je ale příliš vysoká hodnota, proto se běžně užívají její zlomky – µkat 
nebo nkat. Na rychlost reakcí katalyzovaných enzymy má vliv řada faktorů. Mezi 
nejdůležitější faktory patří teplota, pH, množství enzymu a přítomnost aktivátorů a 
inhibitorů. [10] 
 
Teplota – se vzrůstající teplotou roste rychlost reakce, která je katalyzována enzymy. Při 
zvýšení teploty o 10 °C se rychlost zvýší 2 krát až 4 krát (van´t Hoffovo pravidlo). Pro 
enzymy platí van´t Hoffovo pravidlo jen v rozmezí od 10 do 40 °C. Při vyšších nebo 
nižších teplotách je činnost enzymů silně potlačená. Enzymy dosahují nejvyšší účinnosti 
při 37 °C. 
 
pH – protože enzymy jsou nejčastěji látky bílkovinné povahy, jsou citlivé na změny pH. 
Většina enzymů působí jen v úzkém rozsahu pH. Většina enzymů je nejaktivnější            
při neutrálním pH (7), ale existují i vyjímky (např. pepsin 1,5 – 2,5; trypsin 7,5 –10). 
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Inhibice - některé látky ovlivňují aktivitu enzymů tím, že se na ně váží nebo ovlivňují 
vazbu mezi enzymem a substrátem. Některé látky napodobují substrát a tím blokují aktivní 
místo. Existují také látky, které změní strukturu enzymu a ten se stane nefunkčním.      
Podle typu inhibitoru rozlišujeme několik druhů inhibice: 
•        Kompetitivní inhibice 
•        Nekompetitivní inhibice 
•        Inhibice substrátem a produktem reakce 
•        Allosterická inhibice 
 
Aktivita - enzymy jsou nejčastěji vylučovány v podobě proenzymů. Ty se vlivem 
reakčního prostředí nebo přítomností aktivátoru mění na aktivní formu. Probíhá to tak, že 
aktivátor obnaží aktivní místo, čímž se enzym stane aktivním a začne plnit svou funkci. 
Aktivita některých enzymů závisí na přítomnosti některých iontů v reakčním prostředí 
[10].  
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5. ENZYM HALOALKAN DEHALOGENÁZA 
Haloalkan dehalogenázy jsou mikrobiální enzymy, které štěpí vazbu uhlík-halogen            
v halogenovaných sloučeninách a nahrazují halový prvek hydroxylovou skupinou z vodní 
molekuly. Haloalkan dehalogenáza LinB je enzym isolovaný z bakterie Sphingomonas 
paucimobilis UT26. 
 
5.1. PŘÍPRAVA 
Příprava enzymu haloalkan dehalogenázy je složitá. Existuje methylotropní kvasnice  
Pichia pastoris, která byla geneticky vyšlechtěna pro expresi proteinů určených 
k průmyslovému využití. Tato kvasnice je schopna využívat redukovanou uhlíkovou směs 
např. methanol nebo methan pro zdroj svého růstu. Je tedy umožněna heterologní exprese, 
pomocí které je možno převést informaci z genu na reálnou strukturu. Následně je 
isolována haloalkan dehalogenáza, LinB, z hexachlorocyklohexanu degradací bakterie 
Sphingomonas paucimobilis UT26.  Tento systém dále využívá dalších podpůrných jevů 
jako alkoholové oxidázy, která umožňuje zvýšit produkci cílového proteinu [11]. 
 
5.2. FUNKCE 
Halogen uhlovodíky (pesticidy) se vyznačují hydrofobním chováním a jsou ve vodě téměř 
nerozpustné. V mém případě jsem pro všechna měření použil 1-chlorhexan C6H13Cl (dále 
jen chlorhexan), který má molární hmotnost M = 120,624 g.mol-1. V porovnání s enzymem 
haloalkan dehalogenázou (dále jen dehalogenázou), který má molární hmotnost                
M = 33 105 g.mol-1, je jeho molekula velmi malá. Navíc povrch dehalogenázy je také 
velmi hydrofobní a molekuly chlorhexanu k sobě přirozeně přitahuje. Povrch molekuly 
enzymu spolu s přitahovaným chlorhexanem je znázorněn na obrázku 2. [12]  
Je zde patrný útvar podobný kapse, který je zakončený tunelem vyústěným na povrchu 
molekuly (označeno šipkami). Do něj je právě vtahována molekula chlorhexanu. Povrch 
kapsovitého útvaru je pokryt halogenid-stabilizijícími rezidui Asn, Trp, Pro, His, Glu         
a dalšími (v obrázku znázorněno červeně a modře). Po přilnutí molekuly chlorhexanu 
k povrchu pokrytému rezidui se spouští složitá chemická reakce, která je obecně 
znázorněna níže (5.1) . [12]   
 
 
 
(5.1) 
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Obrázek 2: Povrch enzymu Haloalkan dehalogenázy. 
 
 
Po vtažení molekuly chlorhexanu do tunelu enzymu a jeho přilnutí k povrchu (E + RX) se 
spouští reakční cyklus. Ten je iniciován vazbou k povrchu Michaelisovým komplexem 
(E·RX). Rezidua kyselin Tryptofanu (Trp) a 
Asparaginu (Asn), která jsou na povrchu uvnitř 
kapsovitého útvaru enzymu, vytváří s halogenem 
(v našem případě chlórem) vazbu. Následuje 
nukleofilní útok Asparaginu na uhlíkový atom, na 
který je vázán halogen a dochází k štěpení vazby uhlík 
- halogen       a přechodné formaci alkyl – enzym (E-
R·X-). Přechod je postupně hydrolyzován vodou 
aktivovanou Histidinem (His), který formuje komplex            
enzym – produkt (E·ROH·X-). Tento děj                     
je schématicky znázorněn na obrázku 3 [12].  
Obrázek 3: Průběh štěpení vazeb. 
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Histidin je stabilizován a udržován ve vhodné orientaci reziduem Glutaminu (Glu), proto   
si zachovává kladný náboj a nespotřebovává se. Nakonec je tedy z molekuly enzymu 
uvolněn produkt (E + X- + ROH) a samotný halogen, který má záporný náboj. Tím je 
významně ovlivněna vodivost roztoku. Rezidua z povrchu enzymu se nespotřebovávají      
a povrch je připraven přijmout další halogen uhlovodík k štěpení, jak ukazuje následující 
obrázek 4 [12].    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 4:  Uvolnění halogenu z povrchu enzymu. 
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6. ELEKTROLYTICKÁ VODIVOST 
Nejdříve vyjděme z vlastní elektrické vodivosti označované G, která je převrácenou 
hodnotou elektrického odporu R, její jednotkou je Siemens (S). „Abychom mohli 
naměřené hodnoty navzájem lépe porovnávat, vztahujeme vodivost k jednotkovým 
rozměrům měřeného vzorku a nazýváme ji měrnou elektrickou vodivostí (konduktivitou) 
γ, obvykle vyjádřenou v jednotkách S/cm, mS/cm nebo µS/cm“ [2]. Elektrolytická 
vodivost neboli elektrická vodivost roztoku, je závislá na koncentraci iontů rozpuštěných 
látek v roztoku. Měří se zpravidla dvěma elektrodami ponořenými do roztoku a je nepřímo 
úměrná vzdálenosti elektrod l a přímo úměrná jejich ploše S a měrné elektrické vodivosti γ  
podle vztahu (6.1). 
                                                            
l
SG *γ=                                                              (6.1) 
Čím větší je vodivost, tím větší proud mezi elektrodami protéká. Ze změřené hodnoty G 
lze stanovit měrnou elektrickou vodivost γ, která je funkcí aktivity a koncentrace 
rozpuštěných složek, teploty a disociačního stupně. Pro malé koncentrace rozpuštěných 
látek je elektrická vodivost u většiny roztoků lineárně závislá na koncentraci [3]. 
 
6.1. MĚRNÁ VODIVOST VODNÍCH ROZTOKŮ 
Mějme čistou vodu, zbavenou všech iontově rozpustných látek, její konduktivita je pak 
velice nízká a dosahuje tabulkové hodnoty 0,038µS/cm při 25°C. Takovou pak označujeme 
jako demineralizovanou, zkráceně DEMI voda. Tak nízké konduktivity lze dosáhnout, 
protože můžeme zanedbat vliv disociace (6.2),  která by způsobila rozložení látky na nabité 
částice, tedy kationty a anionty. Ta je velmi malá, protože mezi jednotlivými atomy 
molekuly jsou silné vazby.  
                                                           H2O   ↔  H+  +  OH-                                                   (6.2) 
 
Z toho důvodu má DEMI voda dobré dielektrické vlastnosti. Ale je velmi dobré 
rozpouštědlo, snadno vytváří volné ionty z kyselin, hydroxidů či solí, což je největším 
zdrojem možného znečištění, kterému lze částečně zabránit pravidelným oplachováním a 
užíváním právě vyrobené DEMI vody. Pouhá stopa elektrolytického materiálu prudce 
zvyšuje vodivost. Přidáním pouhé ppm soli zvedneme vodivost dvojnásobně, to samé 
množství silné kyseliny jej pak zvedne až pětinásobně. 
Vodivost DEMI vody je také ovlivněna okolím, ze kterého může velice snadno vázat 
vzdušné ionty, či jiné částice nečistot. Pokud použiji DEMI připravenou zařízením 
Millipore, její čistota a vodivost se bude s časem měnit,jak ukazuje tabulka 1. 
 
 
 
20 
Tabulka 1: Hodnoty měrné vodivosti DEMI při působení okolí. 
čas [min] γ [ µS/cm ] c [µM ] 
0 0,464 3,09 
40 0,85 5,7 
50 0,923 6,16 
60 0,998 6,66 
 
Disociace vzniklá rozpuštěním soli způsobuje přerušení vazeb mezi některými atomy této 
soli a dává vzniknout iontům, tyto pak významně mění vlastnosti roztoku. Po vytvoření 
elektrického pole se působením elektrického proudu ionty pohybují roztokem, jakožto 
nosiče náboje. Toto je mechanický pohyb částic, způsobující různou hodnotu koncentrace 
v různých částech roztoku. Konduktivita roztoku je pak dána typem iontů, jejich 
koncentrací a jejich pohyblivostí. Z Ohmova zákona lze odvodit následující (6.3): 
 
                                    
U
I
S
l
l
S
U
IG
I
UR ∗=⇒∗==⇒= γγ                                  (6.3) 
Kde : γ …… měrná vodivost 
Velikost celkového proudu v roztoku je pak dána celkovým součtem nosičů, tedy kationtů                      
a anionů, které jsou přeneseny mezi elektrodami ve vzdálenosti l (6.4). 
 
                               
l
nzqvnzqv
l
aniontykationtyI −+ +=+∑= )()(                              (6.4) 
 
Kde : n  … … počet iontů dané polarity 
         zq … … náboj 
         v  … … rychlost iontů 
         l  … … vzdálenost mezi elektrodami 
Rychlost iontů pak závisí na velikosti přiloženého elektrického pole a pohyblivosti iontů 
podle vztahu (6.5) : 
                                                             µ*
l
U
v =                                                         (6.5) 
 
21 
 
Potom v závislosti na efektivní ploše cely lze vodivost definovat následovně (6.6) : 
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Kde : 
lS
nN =  
Z předchozího vztahu tedy plyne, že vodivost roztoku je zcela závislá na volných iontech a 
jejich vlastnostech.  
Vodivost roztoku je také značně závislá na teplotě podle následujícího vztahu (6.7): 
 
                                                    [ ]βγγ )(1 00 ttt −+=                                                 (6.7) 
 
Kde:  γt … … je vodivost roztoku při dané teplotě, 
         γ0 … … je vodivost roztoku při teplotě t0, 
         t,t0 …… teploty, 
          β  … … teplotní koeficient vodivosti. 
Pokud pomocí předchozího vzorce přepočteme vliv teploty na vodivost roztoku KCl 
s koncentrací c = 33,375mM, bude změna vodivosti následující (tab.2): 
 
Tabulka 2: Hodnoty vodivosti roztoku při různých teplotách. 
T  [°C] γ t   [µS/cm] 
15 4052 
25 5000 
30 5479 
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6.2. VODIVOSTNÍ EKVIVALENT 
Vodivost vodného roztoku je dána všemi volnými ionty, které jsou v něm přítomny. Každý 
iont má svou individuální molární vodivost λ°. Pokud tedy v DEMI vodě rozpustíme dané 
množství KCl, je molární vodivost λ° roztoku dána součtem daných molů vzniklých 
kationů respektive anionů (v+ respektive v-) a jejich molárních vodivostí následujícím 
vztahem (6.8) : 
 
λ° = v+ λ+° + v- λ-° 
λ° (KCl) =  λ° (K+) +  λ° (Cl-) 
λ° (KCl) = ( 73,5 + 76,3) * 10-4 
                                            λ° (KCl) = 149,8 * 10-4 S m2mol-1                                   (6.8) 
 
Pro velmi vodivé koncentrované roztoky byl stanoven empirický vztah (6.9), který převádí 
molární vodivost λ° na vodivostní ekvivalent λ, jedná se o uměrné zmenšení na konečnou 
maximální velikost molární vodivosti roztoku o empirický koeficient s z molární 
koncentrace C.  
                                                             λ =  λ° -s√C                                                     (6.9) 
 
Pokud se ovšem pohybujeme ve velmi nízkých úrovních koncentrací pak tento převod 
můžeme zanedbat. Vodivostní ekvivalent λ, pak stanovíme z λ° takto (6.10): 
 
                                                                λ =  λ°                                                         (6.10) 
 
Pokud si tedy určíme vodivostní ekvivalent λ, může být určena ze známé koncentrace 
roztoku C jeho vodivost γ podle následujícího vztahu (6.11) : 
 
                                                               γ = λ*C                                                        (6.11) 
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6.3. MĚŘENÍ MĚRNÉ VODIVOSTI 
Při průmyslovém měření elektrické vodivosti G je třeba počítat s hodnotami v rozsahu 
osmi dekadických řádů od DEMI vody s hodnotou γ = 0,0464 µS/cm až po silně 
koncentrované chemické roztoky s hodnotou přes 2 500 mS/cm. Pro měření elektrické 
vodivosti v tak širokém rozmezí, navíc roztoků s různým stupněm znečištění a chemické 
agresivity, se používají dva typy snímačů vodivosti, neboli měřicích sond, které pracující 
na kontaktním nebo induktivním principu. 
 
Kontaktní měřící sondy 
Kontaktní měřicí sondy mají dvě nebo čtyři elektrody vložené přímo do měřeného roztoku, 
viz. obrázek 5. Protože jsou elektrody často smáčeny agresivním roztokem, musí být 
vyrobeny z materiálu vysoce odolného vůči korozi. Důležitou charakteristikou měřicí 
sondy je tzv. elektrická odporová konstanta měřicí cely K, daná poměrem vzdálenosti 
elektrod a jejich smáčené plochy, která definuje objem „celly“,viz. kapitola 6., ve kterém 
se vodivost média měří. Konstanta K je určena konstrukcí sondy a prakticky se pohybuje 
od hodnoty 0,01 do 10, výjimečně i do 100 cm–1 a pro konkrétní aplikaci se volí podle 
očekávaného rozsahu měrné vodivosti. K měření vodivosti se používá pro potlačení vlivu 
polarizace střídavý proud o kmitočtu 50 až 5 000 Hz s malou amplitudou, aby nedocházelo 
k elektrolýze roztoku.  
Dvouelektrodové měřicí sondy s deskovými, soustřednými nebo kolíkovými elektrodami, 
na obrázku 5A, se používají pro měření elektrické vodivosti čisté vody nebo silně 
zředěných vodných roztoků s měrnou vodivostí od γ = 0,04 µS/cm do 25 mS/cm. Při 
vodivostech nad γ = 5 mS/cm však dochází u dvouelektrodových soustav často                   
k polarizačním jevům a tím i k možným chybám měření. Pro měření roztoků se středně 
velkou měrnou vodivostí asi od γ = 0,01 mS/cm do 500 mS/cm se proto používají 
čtyřelektrodové měřicí sondy, viz. obrázek 5B. Zde prochází napájecí proud IN roztokem 
přes dvě proudové elektrody a potenciálový úbytek na roztoku se snímá dvěma měřicími 
napěťovými elektrodami. Napětí na měřicích elektrodách UM, úměrné vodivosti, se 
vyhodnocuje obvodem s vysokou vstupní impedancí, aby byl minimalizován procházející 
proud a tím i polarizace měřicích elektrod. Polarizace, která vzniká na proudových 
elektrodách, výsledek měření neovlivňuje. Společným nedostatkem kontaktních měřicích 
sond je možnost znečištění elektrod vyloučenými či usazenými látkami z roztoku a nutnost 
přizpůsobení snímače vodivosti pro daný měřený roztok [2]. 
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Obrázek 5: Kontaktní sonda pro měření vodivosti roztoků [1]. 
 
Induktivní měřící sondy 
Nedostatky, které jsou typické pro kontaktní měření, odstraňují induktivní měřicí sondy, 
které jsou bezelektrodové a jejich princip je patrný z obrázku 6.  
 
 
Obrázek 6: Induktivní sonda pro měření vodivosti roztoků [3]. 
 
Do trubice z elektricky nevodivého materiálu je přivedena měřená vodivá kapalina tvořící 
uzavřený proudový okruh. Trubice je provlečena jádry dvou toroidních transformátorů 
TR1 a TR2, takže vodivá kapalina v trubici vlastně představuje jednozávitové sekundární 
vinutí budicího transformátoru TR1 a současně jednozávitové primární vinutí měřicího 
transformátoru TR2. Jestliže se primární vinutí transformátoru TR1 napájí konstantním 
nízko - frekvenčním napětím UN, indukuje se v kapalném okruhu měřené kapaliny proud 
úměrný její vodivosti. Jeho působením se v sekundárním vinutí měřicího transformátoru 
TR2 indukuje napětí UM, které je úměrné proudu procházejícího měřenou kapalinou, a tedy 
její měrné vodivosti. Snadno lze dokázat, že napětí UM je nezávislé na frekvenci budícího 
napětí UN, které ovlivňuje pouze velikost obou transformátorů. Aktivní části induktivní 
měřicí sondy nepřicházejí do přímého styku s měřeným médiem, a sondy jsou proto 
vhodné zejména pro měření korozivních roztoků s velkou vodivostí. Jedinou sondou       
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lze měřit vodivost v rozpětí větším než 6 dekád, např. od γ = 0,5 µS/cm přibližně do 2 500 
mS/cm, přičemž ani nevadí, jestliže jsou v médiu obsaženy nečistoty, které u kontaktních 
systémů způsobují pokrytí elektrod nevodivým povlakem [3]. 
 
 
 
26 
7. ELEKTROCHEMICKÝ PŘEVODNÍK 
 
Definice elektrochemického senzoru říká, že se jedná o roztok v pevné nebo kapalné fázi 
sloužící jako převodník neelektrické veličiny na elektrickou. Ten je připojený na elektrody, 
pomocí nichž se elektrická veličina vyhodnocuje metodou měření jednoho nebo více 
elektrických parametrů. Principiální zobrazení takovéhoto senzoru ukazuje obrázek 7. 
Každý senzor obsahuje 2 až 4 elektrody z platiny nebo zlata vytvořené na substrátu.     
Tyto drahé kovy tvoří polarizovatelné elektrody nerozpustné v roztoku. Elektrody jsou 
opatřeny vývody, které slouží k propojení s elektronickým detektorem. Můžou být 
zhotoveny z různých kovů s přihlédnutím k co nejmenším termoelektrickým napětím, které 
mohou na spojení kovů vzniknout. Z toho důvodu je nejvhodnější zlato, které lze také 
snadno bondovat Au drátkem čímž vzniká dlouhodobě nespolehlivější spojení                
bez termických šumů. Bude-li toto čidlo pracovat v kapalných roztocích, je nutné vytvořit 
krycí vrstvu, která ponechá pouze elektrody ve styku s roztokem [1]. 
 
 
Obrázek 7: Princip elektrochemického senzoru[1]. 
7.1. IMPEDANČNÍ SENZOR 
Využívá-li se k měření střídavého signálu, lze charakterizovat čidlo jako impedanční          
a stanovit až 4 parametry: reálnou a imaginární část, modul a fázi. Pomocí těchto 
parametrů lze získat charakteristiky, které umožní vyhodnotit jinými metodami 
nedetekovatelné změny na měřenou veličinu [1]. 
7.2. KONDUKTOMETRICKÝ SENZOR 
Reálná část, tedy ohmický odpor, lze určit měřením stejnosměrným napětím. Je možné 
také stanovit článkovou konstantu KCELL, která vychází z rozměru chemického článku, 
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tedy plochy elektrod S a jejich vzdáleností d, pak je dána vztahem (7.1). Tyto senzory se 
nazývají vodivostní (konduktometrické) nebo též odporové. Cílem měření je určení měrné 
vodivosti mezi elektrodami. 
                                                     CELLKl
SG ** γγ ==                                                   (7.1)   
Kde:         
 
G ...... změřená vodivost mezi elektrodami [S]. 
KCELL ......je článková konstanta, poměr mez vzdáleností d a plochou S elektrod [1/cm].  
 
Pokud známe vodivost roztoku γ, můžeme spočítat jeho koncentraci C ze vztahu (6.11). 
Vodivostní ekvivalent λ, ze vztahu (6.11), lze získat pro kladné a záporné ionty roztoku 
z chemických tabulek. Můžeme tak přesně z naměřené vodivosti G určit koncentraci 
roztoku C. Pro roztok KCl jsou to ionty K+ a Cl-, které vznikají na elektrodě oxidací nebo 
redukcí podle vztahu (7.2): 
                                                    
Re↔+ −eOx
                                                [1]   (7.2)     
 
Tento vztah platí pro všechny chemické senzory a je základním vyjádřením převodu 
chemického děje na elektrický. Je nutné tedy vytvořit převodník, který bude schopen 
měření popsaného děje. U měření měrné vodivosti kapalných roztoků je tímto 
převodníkem přímo tato reakce, jež probíhá na elektrodách. Elektrody můžou mít různý 
tvar, ale běžně se konstruují hřebínkové neboli interdigitální mikroelektrody (anglická 
zkratka IDEs), protože při zachování malé vzdálenosti elektrod  a plochy čipu je plocha 
elektrod velká a tím i citlivost čidla. Miniaturizace na druhou stranu přináší problémy, 
které u standardních elektrod nebyly. Jedním takovým problémem je rozložení hustoty 
proudů, která není homogenní jako např. u deskových elektrod. Hustota proudů je 
rozložena sféricky či hemisféricky, znázorněno na obrázku 8, přičemž  se vzdáleností od 
substrátu se snižuje. Pak mluvíme o poměrných proudech, kde 90% proudu probíhá už ve 
velkých vzdálenostech od elektrody, což závisí na měrné vodivosti roztoku, a poměru 
vzdálenosti elektrod a šířky hřebínku. Je zřejmé, že průměrná vzdálenost elektrod není v 
planární struktuře konstantní, a proto je nutný korekční faktor článkové konstanty α, který 
bude záviset na měrné vodivosti. Je vyjádřený vztahem (7.3):  
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means
real
CELL
geom
G
G
K
K
==α                                                    (7.3)     
 
α ……. Korekční faktor článkové konstanty [ - ] [1]. 
 
Pokud je tedy prováděno měření pomocí mikroelektrody je změřená hodnota vodivosti 
Gmeans zkorigována za pomocí upravené hodnoty článkové konstanty na vodivost 
skutečnou Greal , na display měřicího přístroje je zobrazena pouze hodnota skutečná Greal. 
 
 
Obrázek 8: A -detail hřebínku s naznačenými průběhy proudů[1], B-detail 
hřebínku-boční pohled [1]. 
 
7.3. ELEKTRICKÝ MODEL ELEKTROCHEMICKÉHO ČLÁNKU 
Chemický článek se chová jako sério-paralelní zapojení rezistoru a kapacitoru. Odpor        
a kapacita se slučují do impedance, jejíž hodnota závisí na frekvenci, a na rozdíl od 
klasické elektrotechniky, i na složení roztoku a probíhajících chemických reakcích. 
Důsledkem je  nelinearita systému. V odborné literatuře se používá náhradní zapojení 
uvedené na obrázku 9. Model představuje impedanci jedné elektrody. Referenční elektroda 
je ideálně nepolarizovatelná, a proto nevnáší do obvodu žádné parazitní jevy.  Reálné 
měřící elektrody reprezentují dvě taková zapojení v sérii, přičemž rezistor RTOTAL je 
společný pro obě elektrody a představuje měřený odpor elektrolytu. CDL  je kapacita 
dvojvrstvy (double layer capacitance). Při vložení elektrody do elektrolytu dojde                
k chemickým reakcím, které způsobí nábojovou nerovnováhu. Ta je okamžitě vyrovnávána 
přesunem nabitých iontů k elektrodě tak dlouho, dokud se náboje nevyrovnají. V okolí 
elektrody vzniká dvojvrstva tvořená ionty jednoho náboje na jedné straně a opačně nabitou 
elektrodou na straně druhé. Tato dvojvrstva se chová jako nabitý kondenzátor o určitém 
potenciálu. Přechod náboje přes dvojvrstvu je zpomalován rychlostí výměny elektronů 
mezi ionty a elektrodou. Tento děj má rezistivní charakter a nazývá se odpor přenosu 
náboje (charge transfer resistance). V modelu je představován rezistorem RCT. ZW je 
Warburgova impedance a je způsobena konečnou rychlostí difúze iontů z elektrolytu         
k elektrodě. ZW a RCT dohromady tvoří Faradaiovu impedanci, která modeluje parazitní 
chování článku spolu s paralelní kapacitou CDL. [4] 
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Obrázek 9: Obvod elektrochemického článku [4]. 
 
Důležitým poznatkem je, že průběh impedance na nízkých kmitočtech je nelineární            
a je způsoben drsností povrchu elektrod. Pro vyšší kmitočty je impedance dvojvrstvy 
zanedbatelná a impedance má rezistivní charakter. Dále je důležité, že RCT je nelineární      
a jeho nelineárnost závisí na napětí. Proto bylo stanoveno limitní napětí, pro které je jeho 
chování ještě lineární. Limitní napětí s frekvencí stoupá a jeho hodnota byla stanovena     
na 100 mV. Nad toto napětí se projevuje zkreslení procházejícího proudu 2. a 3. 
harmonickou. Pro měření můžeme použít stejnosměrných  a střídavých metod. Jak vyplývá 
z výše uvedených vlastností chemického článku  je stejnosměrná metoda naprosto 
nevhodná v důsledku chování rozhraní jako sériově zapojené kapacity [4]. 
 
7.4. IMPEDANCE ELEKTROCHEMICKÉHO ČLÁNKU 
Impedancí elektrochemického článku reprezentujeme, jak již bylo uvedeno výše, pomocí 
Faradayovy impedance. Ta je v náhradním zapojení na obrázku 9 charakterizována 
sériovou kombinací Warburgovy impedance ZW a odporu RCT představujícího odpor 
přechodu náboje přes dvojvrstvu. Faradayova impedance je tedy závislá na koncentraci 
roztoku a transportu iontů v podobě difúze oxidovaných a redukovaných částic. 
7.5. DIFÚZE V ELEKTROLYTU 
Velikost potenciálu, kterého dosáhneme v bezprostřední blízkosti elektrody, závisí           
na koncentraci iontů v její bezprostřední blízkosti, kterou označujeme jako iontovou 
atmosféru do vzdálenosti XA od povrchu elektrody. Potenciál v této vrstvě je totožný 
s potenciálem elektrody. Koncentrační profil pak určuje šířku difúzní vrstvy XD.           
Tato závislost je vynesena v obecném grafu na obrázku 10. 
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Obrázek 10: Průběhy gradientů potenciálu a koncentrace. 
 
V rovnovážném stavu jsou ionty v elektrolytu mezi elektrodami unášeny vlivem gradientu 
elektrického pole. Koncentrační gradient je vytvářen v okolí elektrod, kde se ionty 
pohybují konstantní rychlostí v obou směrech. „Difúzi pak zde můžeme definovat jako tok 
iontů průřezem elektrody v molech za časovou jednotku.“ [5]   
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                                       [5]    (7.4)    
Kde:  
D  ………… difúzní koeficient iontů v roztoku 
dC/dx ……..  derivace koncentrace podle polohy   
Vztah (7.4) znázorňuje první Fickův difúzní zákon, který říká, že difúzní tok J, definovaný 
jako látkové množství difundující látky, procházející jednotkovou plochou kolmou ke 
směru difúze, je úměrný rychlosti difúze. Koncentrační gradient dC/dx je konstantní. 
Druhý Fickův zákon (7.5) popisuje rychlost změny koncentrace v čase, jedná se                 
o nestacionární difúzi. 
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∂
                                                          (7.5)      
 
Oxidace nebo redukce pak nastávají na povrchu elektrody a jsou závislé na difúzi               
a na elektrickém potenciálu. Koncentrační profil vzdálenosti x od elektrody takto 
vzniklých částic lze pak vyjádřit pomocí chybové funkce erf. vzorec (7.6) určuje 
koncentrační profil oxidačních reakcí a vzorec (7.7) reakcí redukčních [5]. 
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Z uvedených rovnic vyplývá, že s časem t > 0 se koncentrace oxidované složky CO se 
vzrůstající vzdáleností od elektrody snižuje, kdežto koncentrace redukované složky CR se 
zvyšuje. Velikost difúzní vrstvy XD se mění v závislosti na difúzním koeficientu D (ten je 
dán typem částic, takže se nemění) a časem t, podle vztahu (7.8), [5]. 
 
                                                          DtX D pi=                                                      [5]  (7.8) 
  
Difúzní tok J0 ve stavu rovnováhy (bez připojení elektrod do obvodu) je dán vztahem (7.9), 
[5].  
                                                         bulk
D
C
X
DJ *0 =                                                  [5]  (7.9) 
 
Kde koncentrace Cbulk je koncentrace v roztoku ve vzdálenosti x = ∞ a je dána ionty 
vzniklými redukcí a oxidací v objemu jako √(COCR) [5]. 
 
 
7.6. CELKOVÁ IMPEDANCE ELEKTROCHEMICKÉHO ČLÁNKU 
Pokud se podíváme na již dříve uvedené náhradní schéma elektrochemického článku       
na obrázku 9, lze z něj odvodit velikost celkové impedance obvodu (7.10). 
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Podle úpravy navržené D. D. MacDonaldem, která byla využita v disertační práci                  
Doc. Ing. Hubálka PhD. [5] s následným využitím Demoivrova teorému, lze Warburgovu 
impedanci ZW nahradit substitucí (7.11). Následně byl výraz upraven, aby byla oddělena 
reálná část od imaginární a mohlo být určeno, která složka se bude na impedanci podílet 
při vysokých a která při nízkých kmitočtech (7.12).  
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Z vyjádřených reálných a imaginárních částí impedance čidla lze vyjádřit hodnoty 
impedance při nízkých (7.13) a vysokých (7.14) kmitočtech. 
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U elektrochemických senzorů je velmi dobře známa půlkruhová charakteristika impedance 
v komplexní rovině, která je společná všem chemickým senzorům. Obrázek 11 představuje 
charakteristiku dvouelektrodového systému v kapalném roztoku.  
 
 
Obrázek 11: Impedanční charakteristika elektrochemických senzorů. [1] 
 
Lineární část se sklonem 45° odpovídá nízkým frekvencím, nelineární část ve tvaru 
půlkružnice odpovídá vysokým frekvencím. Při vysokých frekvencích je velikost 
Warburgovy impedance ZW malá a kapacita dvojvrstvy CDL i odpor přenosu náboje RCT 
v paralelní kombinaci rozhoduje o hodnotě výsledné impedance.   
Graf tak vykazuje dvě minima. První leží v místě křížení půlkružnice s osou X, na které je 
vynesená reálná část impedance, a hodnota v tomto místě odpovídá hodnotě odporu 
RTOTAL. Druhé minimum, které je pro měření v roztocích stěžejní, leží mezi body 
odpovídající hodnotám součtů RTOTAL +RCT –σCDL a RTOTAL + RCT [5]. 
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8. METODY MĚŘENÍ 
Vodivost bývá měřena dvou nebo čtyřelektrodovými systémy, pro vodivost roztoků bývají 
obvykle užívány systémy dvouelektrodové. Každý senzor má definovaný rozsah měřitelné 
vodivosti, se kterým také musí korespondovat použitá měřící metoda a článková    
konstanta (7.1). Vlastní senzor pak znamená impedanci v měřeném obvodu, jejíž hodnota 
se mění podle měřené veličiny. Zapojení měřícího obvodu odpovídá metodě měření. 
Požadavkem na ideální měřící obvod je nekonečně velká vstupní impedance, nulová 
výstupní impedance, frekvenční nezávislost, nulový šum, nulový offset a nezávislost na 
svém okolí. V reálné situaci se těmto požadavkům pokoušíme přiblížit, volba vhodné 
měřící metody je proto velmi důležitá. 
Pro měření vodivosti kapalin je nutné používat střídavého napětí, pokud bychom použili 
stejnosměrné napětí, docházelo by k elektrolýze měřeného roztoku a jeho chemické 
přeměně. Proto jsou stejnosměrné měřicí metody nevhodné a dále se budeme zaobírat 
pouze metodami střídavými. 
8.1. ZÁKLADNÍ MĚŘÍCÍ METODY 
Můstkové metody 
Můstkové metody jsou často užívané metody, měření je velmi přesné, ale vyhovuje jen  
pro úzký rozsah hodnot, ty jsou dané součástkami zapojenými v můstku. Pro malé hodnoty 
odporů je vhodný Wheatstonův můstek, viz. obrázek 12. Tato metoda je velmi precizní,    
ale pro správné měření je zapotřebí udržovat nulový detektor ∆V na nulové hodnotě,      
což je při měření impedancí náročné. Nulování můstku zajišťuje impedance Z3, která        
je paralelní kombinací RS a CS [5].  
 
Obrázek 12: Wheatstonův můstek. 
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Pro dosažení nulové hodnoty na nulové indikátoru, voltmetru, musí být splněna podmínka 
(8.1). Ekvivalentní velikost impedance senzoru Z4 je dána vztahem (8.2) a musí být na 
můstku nastavena, aby byla na voltmetru ∆V dosažena nulová hodnota. 
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Protože impedance senzoru Z4 se mění při každé změně koncentrace roztoku i měřící 
frekvence, bylo by nutné neustále dorovnávat kompenzační kapacity. Proto by bylo použití 
Wheatstonova můstku při měření koncentrace roztoku časově velmi náročné a nepraktické.  
 
Převodník proudu na napětí 
Tato metoda využívá znalosti určitých vlastností senzoru. Impedance má ohmický 
charakter a kapacitní proud je zanedbatelný při vysokých frekvencích. A to pokud má 
přiložené střídavé napětí velmi malou amplitudu (do 100mV). Pak zapojení s operačním 
zesilovačem (dále jen OZ), jako převodníku proudu na napětí na obrázku 13, zpracovává 
proud v rozsahu 100 nA ÷ 1 mA. Kapacitní proud je pak menší než 0,1% z celkové 
velikosti ohmického proudu. Klidový proud OZ pak bude menší než 10 pA. Maximální 
chyba, která může být způsobená tímto zapojením nebude větší než 1% z naměřené 
hodnoty [5].  
 
   
Obrázek 13: Převodník proudu na napětí, upravený pro měření vodivosti [5].  
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Střídavé výstupní napětí OZ je pak usměrněno a filtrováno, aby výsledek měření nebyl 
ovlivněn případnými vysokofrekvenčními zákmity. Hodnota napětí na výstupu odpovídá  
změřené vodivosti podle rovnice (8.3).  
 
                                            CELLREFINOUT GRVV **=                                                  (8.3)   
  
Kapacitní detektor 
Použijeme-li pro měření vodivosti senzoru měřicí obvod navržený pro detekci změny 
kapacity, můžeme s výhodou využít kapacitního chování dvojvrstvy, která se vytvoří       
na povrchu elektrody. Toho je využito u některých typů biosenzorů, které využívají látky 
se schopností se zabudovat do dvojvrstvy. Po proběhlé reakci se změní velikost kapacity.  
Měřicí metody využívající změny kapacity obvykle využívají rezonance nebo integrace 
měřeného napětí. Tato metoda je v tomto ohledu odlišná, pro detekci kapacity využívá 
frekvence. Frekvenční charakteristika je nelineární, což je způsobeno nelinearitou 
frekvenční charakteristiky dvojvrstvy. Důležitou podmínkou metody je, že změna reálné 
složky impedance způsobená frekvencí musí být velmi malá oproti změně velikosti 
kapacitní složky. [5] 
 
 
Obrázek 14: Kapacitní detektor [5]. 
 
Zjednodušené zapojení na obrázku 14 znázorňuje generátor, který napájí střídavým 
signálem o konstantní amplitudě senzor. Pokud budeme uvažovat, že odpor čidla               
je neměnný, tak po jeho vložení do roztoku jsou vzniklé změny úměrné změnám kapacity 
dvojvrstvy na povrchu elektrod. Přesnost toho detektoru se pak pohybuje okolo 1%.   
37 
 
8.2. PULSNÍ METODA 
Pokud je při měření použito spojitého signálu, proud procházející senzorem vytváří 
Joulovo teplo, které tento senzor ohřívá. To je pro impedanční senzory velmi nebezpečné, 
protože jsou teplotně závislé. Řešením je úprava měřicí metody vedoucí k zavedení 
pulsního měřícího signálu, který sníží zvyšování ohřevu senzoru.  
V zapojení na obrázku 15 je použitý stejnosměrný zdroj, ze kterého je řídícím obvodem 
vyráběn pulsní signál s vhodnou šířkou pulsu. Tímto signálem je napájen vlastní senzor, 
signál z něj je zesílen a následně vzorkován. Ve vzorkovači je uložena velikost výstupního 
proudu, která je zachycena ve stejnou dobu jako generovaný signál, díky synchronizaci 
obvodu pomocí zpětné vazby. Vyhodnocuje se časová konstanta RC senzoru, která nese 
informaci o změřené vodivosti [5].  
 
Obrázek 15: Obecné schéma pro pulsní metodu měření [5]. 
 
8.3. METODA BIPOLÁRNÍHO PULSU 
Vylepšení předchozí metody a zpřesněním měření směřuje k použití bipolárního pulsu. 
Obecné schéma je na obrázku 16. Princip spočívá v přivedení nejprve kladného pulsu        
o přesně definované amplitudě na chemický článek. Velikost proudu je převáděna 
operačním zesilovačem na napětí. Na začátku prvního pulsu o periodě T1 bude nejrychleji 
nabita kapacita CP, která představuje kapacity dvojvrstvy a kapacitu článku.              
Jestliže T1 << CXRX bude se CX pomalu nabíjet a proud článkem pomalu zmenšovat.       
Na konci periody bude článek nabit na napětí UC. V tomto okamžiku je přiveden puls 
opačné polarity, přičemž |U1|=|U2|. Děj se opakuje, ale od napětí UC, na které se článek 
během periody T1 nabil, se odečte napětí U2.  
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Během periody T2 se tedy bude tento náboj snižovat, tzn. kapacita článku se vybíjí.  Pro T2 
shodné s T1 bude na konci druhého pulsu kapacita zcela vybita a proud článkem je úměrný 
odporu elektrolytu. Zavedením vzorkovače na výstup převodníku U/I, který na konci 
periody T2 zaznamená velikost proudu, je možné přesně změřit vodivost neovlivněnou 
parazitními jevy článku [6].  
 
Obrázek 16: Obecné schéma pro měření metodou bipolárního pulsu [6]. 
 
Výsledná vodivost je dána vztahem (8.4).  S touto metodou měření je dosaženo přesnosti 
0,01%, v závislosti na přesnosti generovaných pulsů [5]. 
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9. PLANÁRNÍ KONSTRUKCE 
Po určitou dobu od začátku elektrolýzy je tloušťka difúzní vrstvy dv podstatně menší než 
rozměr elektrody w, platí dv<<w. Za těchto podmínek je plocha roztoku z nějž 
depolarizátor difunduje k povrchu elektrody prakticky rovna geometrické ploše elektrody, 
chování elektrody vyhovuje modelu lineární difúze k nekonečně velké planární elektrodě. 
Difúze látky k okrajům elektrody z míst mimo plochu elektrody, tzv. okrajový efekt, 
příspívá k celkovému látkovému toku zanedbatelně. 
S postupující dobou elektrolýzy však  může dojít k situaci, že tloušťka difúzní vrstvy dv 
podstatně převýší rozměr elektrody w, dv>>w. Za těchto podmínek látka difunduje k 
elektrodě z přibližně polokulové plochy, která je podstatně větší než geometrická plocha 
elektrody, protože okrajové efekty přispívají k difúzi látky výrazně. Elektroda se pak chová 
jako elektroda sférická. 
Z uvedeného vyplývá, že v krátkých časech od zahájení elektrolýzy se transport látky ke 
každé elektrodě, bez ohledu na její geometrické rozměry,  řídí modelem lineární difúze a 
teprve po určité době, a to tím dříve, čím je elektroda menší, se charakter transportu mění 
na difúzi sférickou. Odtud lze odvodit definici mikroelektrody - mikroelektrodou je 
jakákoli elektroda, jejíž charakteristický rozměr je za aktuálních experimentálních 
podmínek menší než tloušťka difúzní vrstvy. Proto je výhodné elektrody zmenšovat. 
 
9.1. OPTIMALIZACE HŘEBÍNKOVÉ STRUKTURY 
Při měření elektrolytické vodivosti miniaturizovanými elektrodami se vyskytují problémy 
se snížením přesnosti, limitací měřené koncentrace, velkou závislostí článkové konstanty  
na koncentraci roztoku a velkou parazitní kapacitou. Jediným způsobem jak řešit tyto 
problémy, je jejich optimalizace a přizpůsobení článkové konstanty KCELL.  
Charakterizací interdigitálních elektrod (IDEs) se zabýval kolektiv profesora Sansena na 
Univerzitě v Leuvenu v Belgii. První kroky jejich práce směřovaly k vlivu hřebínkové 
struktury na článkovou konstantu KCELL. Jako první definovali korekční faktor α jako 
závislost šířky elektrod w a jejich vzdálenosti d (9.1). [5] 
 
                                                   
A
d
w
dKCELL 





= α                                                     [5]  (9.1)    
 
Kde:  α(d/w) …… proporcionální faktor, představující korekci okrajových efektů, 
          A  ……….. plocha elektrod.     
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Jejich další práce byla zaměřena na simulaci, planárního senzoru za pomocí Laplaceovy 
transformace do dvou rovin, podélné a kolmé. Jejich zjištění ukazuje, že v planární 
struktuře jsou důležité rozměry šířky a délky hřebínku, kterými definovali rozdělovací 
koeficient ϑ (9.2), na kterém je závislá článková konstanta KCELL podle vztahu (9.3), kde 
K(ϑ) a K´(ϑ) odpovídají vztahům (9.4) a (9.5). [5]   
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Výsledky výzkumů profesora Sansena ukazují, že optimální hodnota rozdělovacího 
koeficientu  ϑ je 0,36. Miniaturizované elektrody lze aproximovat polokoulí o poloměru r, 
pomocí kterého lze článkovou konstantu KCELL také vyjádřit podle vzorce (9.6). [5] 
 
                                                
lwr
KCELL
pipi
21
=
∗
=                                               [5]  (9.6) 
 
Další zjištění vedla k určení parametru minimální podélné délky L, která jak vyplývá ze 
vzorce (9.2) je rovna výrazu (9.7). Tento vztah je pak nutno brát v úvahu při vlastním 
návrhu senzoru. 
                                                          )2( dwL +=                                                            (9.7) 
 
Tento je pak klíčem k závislosti článkové konstanty na frekvenci měřícího signálu a 
vodivosti měřeného roztoku. 
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9.2. ZÁVISLOST ČLÁNKOVÉ KONSTANTY 
Obecná závislost odporu měřeného roztoku na jeho vodivosti (9.8) a na frekvenci měřícího 
signálu(9.9) může být zapsána jako exponenciální funkce. 
 
                                                    R = k1 * γ- υ                                                             [5]  (9.8)                                           
 
                                                R = k2 * f – τ                                                           [5]  (9.9)     
 
Pro obě závislosti je odpor R stejnou veličinou, proto je lze  položit do rovnosti  (9.10) : 
 
                                                k1 * γ- υ =  k2 * f – τ                                               [5]  (9.10)  
 
Z rovnosti obou vztahů lze vyjádřit výraz pro frekvenci (9.11) : 
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Po úpravě (umocněním na -1/τ, aby bylo předejdeno složitému logaritmickému tvaru) je 
velikost frekvence rovna  (9.12) : 
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Pokud lze uvažovat, že reálná hodnota obou exponentů je blízká 1, může být zlomek  υ/τ 
aproximován hodnotou jedna, což výraz (9.12) značně zjednoduší (9.13). 
 
                                                  OFFkKf +≅ γ*                                                 [5]  (9.13) 
 
Podíl konstant k1 a k2 byl sjednocen do konstanty K, konstanta kOFF zastupuje hodnotu 
offsetu v charakteristikách oproti ideálním průběhům. Vzájemná závislost vodivosti 
roztoku a měřícího signálu je lineární a vhodná pro korekci. [5] 
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Pokud bude vynesena závislost vodivosti roztoku, měřící frekvence a článkové konstanty 
KCELL do trojrozměrného grafu, bude možné určit oblast měření, pro kterou je článková 
konstanta opravdu konstantou, viz. obrázek 17. Tento postup byl popsán v disertační práci 
Doc. Ing. Hubálka PhD. [5], kde byly uvedeny výsledky z charakterizačního měření 
s planárním senzorem. 
 
  
Obrázek 17: Obecný trojrozměrný graf pro závislost vodivosti, frekvence měřícího signálu a 
článkové konstanty. [5] 
 
Modře zvýrazněná oblast odpovídá oblasti měření, ve které lze měřit s odpovídající 
přesností, při zohlednění daného rozsahu frekvencí měřícího signálu a měřené vodivosti. 
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10. PŘÍPRAVA SENZORŮ 
10.1. VÝROBA SENZORŮ 
Jako senzor byla použitá hřebínková elektroda, která byla zhotovena z chemicky velmi 
odolné platiny. Senzor je vyroben na keramickém substrátu metodou tlustých vrstev. 
Jednotlivé vrstvy byly nanášeny na sítotiskovém poloautomatu v tomto sledu: 
• vodivá vrstva (přívody k elektrodám), Ag-Pd pasta: Ag-Pd 9562G  
• elektrody, Pt pasta: Pt 5545 
• dvojitá krycí vrstva, dielektrická pasta: 4901 
Ve stejném sledu byly jednotlivé vrstvy postupně zasušovány a vypalovány. Nakonec byl 
keramický substrát nařezán laserovou řezačkou na jednotlivé senzory. 
 
Obrázek 18: A: Příprava senzorů: vodivá vrstva, elektrody, krycí vrstva,                                                        
B: Vyrobené senzory - zleva: negalvanizovaný, galvanizovaný.  
 
10.2. GALVANIZACE PLATINOU 
Hřebínky elektrod jsou, jak již bylo uvedeno, vyrobeny tlustovrstvou metodou z platinové 
pasty. Ta ale neobsahuje pouze platinu, ale i další přísady, které ovlivňují tiskové               
a vazebné vlastnosti pasty. Obsah funkční složky v pastách bývá kolem 80%. Proto jsem se 
pokusil o zlepšení vlastností čidla. Povrch elektrody byl proto galvanicky pokovován 
platinou. 
Galvanické pokovování je proces, při kterém se z vodných roztoků solí vylučuje 
stejnosměrným proudem na katodě kov v podobě stejnoměrného povlaku. Složení roztoků 
44 
(lázní) pro takové pochody je empirické. Většinou jde o roztoky stálých solí příslušného 
kovu, často s přídavkem jiného elektrolytu pro zvýšení vodivosti. Stejně tak empirické jsou 
požadavky na podmínky galvanizace (teplotu lázně, optimální dobu pokovování, napětí). 
Zvláštní důležitost pro kvalitu získaného povrchu má proudová hustota. 
Vztahy mezi množstvím vyloučeného kovu při průchodu elektrického proudu lázní jsou 
dány Faradayovými zákony. Z obou zákonů je pak možné odvodit tuto rovnici (10.1): 
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τ …… čas k pokovování [ s ]                                  c …… měrná hmotnost kovu [gmm-3] 
h ……tloušťka povlaku [ mm ]                               I  …… proud [ A ] 
s …… plocha pokovovaného předmětu [mm2]       r  …… proudový výtěžek [ - ] 
Ae...... elektrochemický ekvivalent[gA-1s-1]  
 
Proudový výtěžek r je skutečné množství elektrického proudu spotřebovaného                  
na vyloučení nebo rozpuštění kovu. Zbylá část proudu se využije při vedlejších 
chemických reakcích. 
Elektrochemický ekvivalent je poměr molární hmotnosti dělené mocenstvím, udává kolik 
náboje se spotřebuje při rozpuštění dané látky, jeho velikost je popsána vztahem (10.2). 
 
                                                             
Fn
MAe
*
=                                                          (10.2)    
 
     M …… molární hmotnost kovu [ g mol-1] 
          n …… mocenství kovového kationu v lázni [ - ] 
     F …… Faradayova konstanta [C mol-1] , F = 96 487 
 
Pro vlastní proces pokovování byla empiricky zvolena proudová hustota v lázni                   
J = 16,5 mA/cm2. Z ní a z plochy elektrody S, viz. obrázek 19, byla určena velikost   
proudu I (10.3). 
                 
2175,0*35,3*10**10 mmbaSSELEK ≈===  
                         mAcm
cm
mASJI 8,217,0*5,16* 22 ===                                   (10.3) 
  
Následně byl určen elektrochemický ekvivalent Ae pro platinu (10.4),                              
MPt = 195,078 g.mol-1, nPt = 2 . 
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Dále byl stanoven proudový výtěžek r. Ten je dán množstvím uvolněného vodíku během 
elektrolýzy. Pro slabě kyselé lázně se pohybuje mezi 95 až 98%. Byla zvolena hodnota      
r = 0,95. 
 
 
 
 
 
 
        
Obrázek 19: Hřebínková elektroda – měření povrchu. 
 
Všechny dílčí vypočtené veličiny byly dosazeny do vzorce (10.1) a spočtena doba τ, 
potřebná pro vyloučení vrstvičky platiny o tloušťce h = (0,66 + 1,11) µm. Dosazení a 
výpočet je uveden v rovnici (10.5).  
                 s
rIA
csh
e
1,90
69,2
49,242
95,0*10*8,2*10*012,1
45,21*10*17*10*665,0
**
**
33
33
====
−−
−−
τ                  (10.5)     
                    
Pro galvanizaci byla použita lázeň pro platinovou čerň používanou pro vodivostní sondy. 
Při druhé fázi galvanizace se změnily tyto parametry: 
                                                                                                  I = 1,4 mA 
                                                                                                  τ = 300s    
10.3. HODNOCENÍ GALVANIZACE 
Před vlastním měřením na galvanicky upravených senzorech byla provedena optická 
analýza nanesené vrstvičky platiny. Pozorování bylo provedeno na konfokálním laserovém 
mikroskopu LEXT. Ten využívá laser k rastrování povrchu v hladinách bod po bodu. 
Poskládáním jednotlivých hladin poskytne kvalitní a ostrý obraz se zvětšením až 14 400x 
s rozlišením 0,12 µm. Navíc umožňuje i snadné měření reliéfu povrchu.  
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Na obrázku 20A je vidět elektroda jejíž anoda byla galvanicky pokovována (hřebínek         
v horní části obrázku) a katoda pokovována nebyla (hřebínek uprostřed). Galvanicky 
nanesená platina je černá, narozdíl od platiny natištěné, která má stříbrošedou barvu.      
Pro lepší posouzení bylo nutné prohlídnout vrstvu s větším zvětšením. Na vedlejším 
obrázku 20B, je patrné, že nanesená vrstva je homogenní a hladká. Při pozornějším 
pohledu je možno zjistit šupinky, které na povrchu vznikly. Tyto drží pevně, neboť celý 
senzor byl po galvanizaci mechanicky omyt a důkladně opláchnut DEMI vodou. 
 
 
Obrázek 20: A: Srovnání elektrod, B: detail povrchu elektrody.  
 
 
Naproti tomu negalvanizovaná elektroda, 
kterou je možno vidět na obrázku 21 v pravo, 
má povrch  zcela rozdílný. Je zde patrná velká 
zrnitost a pórovitost povrchu, kterou 
galvanicky deponovaná platinová čerň zanáší. 
Tato sice sníží pórovitost, ale díky 
deponovaným nanokrystalkům patrným na 
obrázku 22B je plocha elektrody zvětšena. 
 
 
 
Obrázek 21:    Detail povrchu negalvanizované elektrody. 
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Srovnání na následujících obrázcích toto tvrzení potvrzuje. Galvanicky nanesená platina 
částečně členitý povrch, patrný z obrázku 22A, zanáší. Po galvanizaci již zvrásnění 
povrchu není patrné. Šupinky, které byly vidět na předchozím obrázku, jsou zřejmě pouze 
světlá místa na povrchu, jak je vidět ze středu obrázku 22B. 
 
 
Obrázek 22: Detail povrchu A:negalvanizované elektrody, B:galvanizované elektrody.  
 
Pro zlepšení rovnosti povrchu bylo využito ultrazvukového vyhlazování během 
galvanizace. Po spuštění elektrolýzy se totiž na pokovovaném povrchu začne vyvíjet 
vodík, který celý proces brzdí (tento vliv         
v sobě částečně zahrnuje proudový výtěžek r). 
Ultrazvukové kmitání tyto bublinky z povrchu 
uvolňuje a nanesená vrstva je čistější. 
Výsledek je možné porovnat na obrázku 23. 
Horní elektroda je nanesená bez 
ultrazvukového vyhlazování, ona i substrát pod 
ní působí nečistým dojmem. Pokud bychom 
mohli sledovat galvanicky nanesenou vrstvu v 
řezu, jistě bychom zjistili, že její tloušťka není 
stejná.  Elektroda nanesená s ultrazvukem,      
je homogennější a působí čistým dojmem. 
Proto bude lepší při galvanizaci využívat 
ultrazvuku.  
Obrázek 23: Detail povrchu s i bez použití ultrazvuku. 
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11. ELEKTROCHEMICKÁ IMPEDANČNÍ SPEKTROSKOPIE 
S vytvořenými senzory bylo provedeno měření v roztocích KCl. Toto měření bylo 
prováděno především za účelem optimalizace hřebínkových elektrod. Byly srovnávány 
vlastnosti negalvanizovaných elektrod s galvanizovanými, především v ohledech citlivosti                 
a reprodukovatelnosti jednotlivých typů. 
11.1. MĚŘENÍ GALVANIZOVANÝMI A NEGALVANIZOVANÝMI SENZORY 
Měření bylo provedeno v DEMI vodě, do které byl pipetou postupně přidáván 100 µM 
roztok KCl tak, aby bylo dosaženo koncentrací od C = 0 do 1,12µM. Během měření byl 
roztok udržován na teplotě T = 25oC. Měření bylo opakováno postupně pro čtyři různé 
senzory obou typů. Tyto senzory pocházely z různých částí keramické desky tak, aby byla 
ověřena stejnorodost vyrobených senzorů. Měření bylo provedeno na LRC metru 4284A 
firmy Agilent. Naměřenou impedanční charakteristiku pro první senzor můžeme vidět v 
grafu 1. 
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Graf 1:  Závislost kapacitní reaktance na odporu pro senzor 1, A: pro DEMI vodu,          
B: pro přídavky. 
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Pokud by do takovéhoto grafu byly vyneseny naměřené hodnoty všech senzorů byly by 
zobrazené průběhy v důsledku množství zachycených dat nepřehledné. Omezení souboru 
zkoumaných hodnot pouze na lokální maxima vede nejen ke zpřehlednění, ale také k lepší 
porovnatelnosti reprodukovatelnosti měření. Proto pro zpracovávaní naměřených hodnot je 
výhodné uvažovat pouze naměřené hodnoty odporu R, frekvence f a koncentrace C         
pro minimální (respektive maximální) kapacitní reaktanci Xc. Lze tak porovnávat úbytky 
odporu pro jednotlivé přídavky do roztoku vedoucí k nárůstu koncentrace. 
Po omezení souboru zkoumaných hodnot byla vynesena lokální maxima v grafických 
závislostech kapacitní reaktance na odporu. Získané průběhy byly proloženy regresní 
křivkou za účelem určení typu závislosti z rovnice regresí. Již na první pohled lze od sebe 
rozlišit skupiny hodnot získaných pro galvanizované (v grafu označené jako c1-3)              
a negalvanizované (v grafu označené jako cn1-3) senzory.  
 
 
     Graf 2:  Závislost kapacitní reaktance na odporu, pro lokální maxima. 
 
Závislost je pro oba typy senzorů lineární. Rovnice pro galvanizované senzory (11.1)                    
a pro negalvanizované (11.2) jsou uvedeny níže.   
 
                                               45,947 -0,0291x - =y                                                 (11.1)                           
                                               20,55 +0,083x - =y                                                    (11.2) 
 
Rovnice galvanizovaných senzorů má výrazně nižší směrnici, což je způsobeno nižšími 
přírůstky odporu při změně polohy maxima kapacitní reaktance oproti negalvanizovaným 
čidlům. Toto potvrzuje zjištění plynoucí z obrázků 22A, B, které konstatovalo sice snížení 
členitosti povrchu elektrody, ale zvýšení celkové plochy díky deponovaným krystalkům. 
To pak ve svém důsledku vedlo k snížení odporu RTOTAL.   
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Toto však nebylo účelem galvanizace, ten spočíval ve sjednocení velikosti povrchu 
senzorů. Pokud budou porovnány hodnoty odporů senzorů z různých částí substrátu, 
zjistíme, že se značně liší. Porovnání hodnoty přírůstku odporu ∆R s rostoucí koncentrací 
C v roztoku ukazuje graf 3. Hodnoty přírůstků pro negalvanizované senzory mají značný 
rozptyl. U senzorů po galvanizaci se tento rozptyl snížil. Tímto krokem byla významně 
zvýšena úroveň reprodukovatelnosti měření, za cenu drobného snížení citlivosti.  
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       Graf 3:  Závislost změny odporu na koncentraci roztoku. 
 
11.2. FREKVENČNÍ ZÁVISLOST 
Protože všechny senzory byly připraveny pomocí tlustovrstvé technologie, je povrch 
platinových hřebínků i přes galvanizační úpravy různý. Jak je vidět na obrázcích 22A, B    
je povrch stále porézní. Toto má své negativní i pozitivní hledisko. Pozitivní je zcela jistě 
podstatné zvětšení plochy čidla, které přináší ovšem značnou různorodost mezi 
jednotlivými senzory. To znamená komplikaci v reprodukovatelnosti provedených měření 
mezi jednotlivými senzory, kterému lze částečně zabránit použitím vhodné článkové 
konstanty. Pokud tedy provedeme porovnání jednotlivých čidel pomocí kalibračních 
roztoků KCl, zjistíme velikost odchylek mezi jednotlivými naměřenými hodnotami            
a ideální spočtenou hodnotou. V grafu 4 je vynesená závislost vodivosti na koncentraci pro 
jednotlivá čidla. Vynesené hodnoty vodivosti jsou v měřitelném rozsahu senzorů 2,4 – 
1400 µS/cm a jsou brány z lokálních maxim naměřených průběhů. Posuzovány byly obě 
skupiny senzorů.  
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V grafu je patrné, že průběhy galvanizovaných čidel jsou mírně posunuty nad ostatní 
průběhy. Při poklesu vodivosti pod úroveň 50 µS/cm se projevují nepřesnosti elektrod, 
způsobené nestejným přírůstkem vodivosti v závislosti na koncentraci.   
 
 
Graf 4:  Závislost vodivosti na koncentraci roztoku. 
 
Pro jednotlivá čidla byla vynesena grafická závislost naměřeného odporu v závislosti na 
skutečné vodivosti kalibračních roztoků, graf 5. Ta byla proložena regresní křivkou a její 
rovnice zaznamenána (11.3) – negalvanizovaná a (11.4) – galvanizovaná čidla.  
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Graf 5:   Závislost odporu na koncentraci kalibračního roztoku. 
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Zjištěná závislost:  
                                                    y = 216129x-0,811                                                    (11.3) 
                                                    y = 215297x-0,827                                                    (11.4) 
 
Rovnice obou průběhů se vzájemně liší jen velmi málo, v obecném tvaru lze tyto mocninné 
rovnice zapsat takto (11.5) : 
                                                         R = k1 * γ- υ                                                            (11.5) 
 
Rovněž byla vynesena závislost naměřeného odporu v závislosti na frekvenci měřícího 
signálu, graf 6. Průběhy byly proloženy regresní křivkou a jejich rovnice zaznamenány, 
(11.6) – negalvanizované a (11.7) – galvanizované senzory. 
 
 
Graf 6:    Závislost odporu na měřící frekvenci. 
 
Zjištěná závislost:  
                                                           y = 2E+08x-0,9466                                                       (11.6)      
                                                           y = 2E+08x-1,0787                                                       (11.7) 
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Nakonec byla vynesena závislost frekvence měřícího signálu na naměřené vodivosti              
do grafu 7. Průběhy pro oba typy čidel jsou proloženy regresí a jejich rovnice níže 
zaznamenány, (11.8) – negalvanizované a (11.9) – galvanizované senzory.  
 
 
Graf 7:     Závislost změřené  vodivosti roztoku na měřící frekvenci. 
 
Zjištěné závislosti:  
                                                    y = 436,32x – 11481                                            (11.8) 
                                                    y = 66,229x - 801,6                                              (11.9)  
 
Může být tedy konstatováno, že průběhy mají předpokládaný lineární průběh, tak jak 
naznačuje rovnice (9.13). Ze zjištěných závislostí vyplývá, že galvanicky upravené senzory 
nepotřebují tak velkou hodnotu offsetu jako senzory bez úpravy.  
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11.3. ČLÁNKOVÁ KONSTANTA 
Protože mezi naměřenou vodivostí γ a skutečnou vodivostí G, udanou výrobcem 
kalibračního roztoku, je nepatrný rozdíl, jehož velikost je při zachování určitých podmínek 
konstantní, bude nejlepší určit článkovou konstantu KCELL z jejich poměru, který bude 
kolísat jen mírně (11.10).  
                                                   γ
GKCELL =
                                                       (11.10)     
Článkovou konstantu KCELL lze při odvození ze vzorce (7.1) definovat jako poměr mezi 
vzdáleností elektrod l a jejich celkovou plochou S (11.11), její rozměr bude cm-1.Při tomto 
odvození bývá označována jak geometrická.   
                                                              
S
lKCELL =                                                            (10.11)        
Z těchto parametrů elektrod je proveden výpočet článkové konstanty (11.12) (pórovitost 
vrstvy zanedbána): 
 
          l = 0,5mm                    12 59,010*17
1,0
−
−
== cmKCELL                                            (11.12) 
 S= 17mm2 
 
Do grafu 8 je vynesena závislost článkové konstanty určené podle vztahu (11.10) v závislosti 
na změřených hodnotách vodivosti pro oba typy čidel.  
 
 
Graf 8: Článková konstanta v závislosti na velikosti měřené měrné vodivosti. 
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Většina hodnot se pohybuje v relaci KCELL = 0,5 – 0,6 cm-1 , což přibližně odpovídá 
spočtené hodnotě  KCELL ze vztahu (11.12). Pro hodnoty v oblasti nízkých vodivostí 
článková konstanta klesá. Je zde tedy vymezena hranice minimálních hodnot, které jsou 
čidla schopna měřit. Pro vyhodnocení byl vynesen do grafu 9 rozptyl článkové konstanty 
jednotlivých čidel. Zde je možné srovnat odchylky hodnot článkové konstanty při různých 
hodnotách vodivosti. Hodnota ∆KCELL byla určena podle vztahu (11.13). 
 
                                                 CELLrealCELLgeomCELL KKK −=∆                                           (11.13)     
  
 
Graf 9 : Rozptyl článkové konstanty pro galvanizované i negalvanizované senzory. 
 
Na základě zjištěných rozptylů hodnot článkové konstanty KCELL lze vymezit měřící rozsah 
senzorů. Pro galvanizované senzory kolísá rozptyl článkové konstanty  v rozmezí hodnot 
do 0,05 v rozsahu měřených hodnot od γ = 10 do 1410 µS/cm. Pro negalvanizované 
senzory se rozptyl hodnot ∆KCELL pohybuje do 0,1 ve stejném měřeném rozsahu. 
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11.4. PŘESNOST MĚŘENÍ 
Pokud byl určen měřící rozsah i článková konstanta, je možné určit relativní chybu           
pro vyrobené senzory. Relativní chyba δTP tak zahrnuje všechny dílčí chyby a definuje 
maximální relativní chybu měření. Lze ji určit podle vztahu (11.14), kde ∆G je maximální 
absolutní chyba a GR je měřící rozsah.  
 
                                                           
RG
G
TP
∆
=δ                                                         (11.14)     
Pro zjištění maximální absolutní chyby byly do grafu 10 tyto chyby pro jednotlivé senzory 
vyneseny. Ze vzniklých průběhů vyplývá, že do změřené hodnoty γ = 1 mS/cm, jsou 
absolutní chyby měření v relaci do 20 µS/cm. 
 
 
Graf 10: Absolutní chyba pro galvanizované i negalvanizované senzory. 
 
Pokud tedy budeme uvažovat měřící rozsah GR = 1000 µS/cm s maximální absolutní chybu 
pro galvanizované senzory ∆Gg = 21 µS/cm a negalvanizované senzory ∆Gng = 20 µS/cm, 
bude jejich relativní chyba δTPg,ng rovna (11.15), (11.16). 
 
                                           %21,2100*
1000
21
≈==gTPδ                                                 (11.15)    
 
                                               %2100*
1000
20
==ngTPδ                                                    (11.16)  
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Pro porovnání kvality senzoru lze zakreslit závislost velikosti článkové konstanty KCELL do 
trojrozměrného grafu, podle grafu uvedeném v obrázku 17, který byl použit v disertační 
práci Doc. Ing. Hubálka PhD. [5], kde byly uvedeny podobné výsledky z obdobného 
měření. Na základě vyhodnocení závislosti vodivosti na frekvenci byla tato konstanta v 3D 
grafu zobrazena v této závislosti. V grafu 11 a 12 jsou tyto relace vyneseny pro 
galvanizované a negalvanizované senzory. Lze zde vymezit oblast vhodnou pro měření 
nejen z hlediska velikosti vodivosti, ale i se zohledněním frekvence měřícího signálu.  
 
Graf 11: 3D graf závislosti článkové konstanty pro galvanizované senzory. 
 
Pokud vezmeme v úvahu velikost geometrické článkové konstanty vypočtenou ze vzorce 
(11.12) a její grafický průběh z naměřené vodivosti v grafu 8, je pro nás vyhovující oblast 
na rozhraní žluté a světle modré oblasti. Zde se pro galvanizovaná čidla hodnota článkové 
konstanty pohybuje v relaci KCELL = 0,51 až 0,62. Pokud bychom tuto oblast proložili 
křivkou, získali bychom průběh stejný jako průběh v grafu 7, tedy závislost frekvence 
měřícího signálu na naměřené vodivosti v oblastech lokálních maxim.  
Ke každé měřené vodivosti existuje jedna optimální frekvence, při které se článková 
konstanta KCELL drží ve výše zmíněném intervalu, tj. s nejmenším rozptylem. Pro rozsah 
měřené vodivosti jsou tyto optimální hodnoty v rozsahu f  = 12 až 30 kHz. Optimální 
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měřící rozsah vodivostí se pohybuje, jak už bylo uvedeno dříve, v oblasti vodivosti roztoku 
G = 20 až 1000 µS/cm.  
Obdobný průběh má i trojrozměrný graf 12 pro negalvanizované senzory. Nejlepší oblast 
pro měření   je z hlediska článkové konstanty také na rozhraní žluté a světle modré oblasti, 
optimální hodnota článkové konstanty se pohybuje v relaci KCELL = 0,56 až 0,66.  
Frekvence měřícího signálu  se v měřícím rozsahu vodivostí pohybuje v hodnotách             
f = 19 až 30 kHz. Toto je důsledkem větší proměnlivosti hodnoty kapacity dvojvrstvy, 
protože tato čidla mají členitější povrch, tedy více různorodý, než galvanizovaná čidla. 
Toto se promítne v hodnotách kapacitní reaktance v oblasti nižších kmitočtů. Zde hodnota 
článkové konstanty prudce vzrůstá, obzvláště u vyšších vodivostí, tedy u roztoků s vyšší 
koncentrací.   
 
Graf 12: 3D graf závislosti článkové konstanty pro negalvanizované senzory. 
 
Pokud tedy budou srovnány oba typy senzorů z hlediska článkové konstanty, jeví se 
galvanicky upravené senzory mnohem stabilnější z hlediska frekvence měřícího signálu          
i z hlediska rozsahu měřitelných vodivostí. Je zde možno měřit se spočtenou relativní 
chybou δTP = 2% a  měření se dají označit jako reprodukovatelná.  Při porovnání 
získaných grafů s grafem na obrázku 17, lze konstatovat, že při zmenšování velikosti 
citlivé části senzoru dochází ke zhoršení vlastností, tj. zvýšení závislosti článkové 
konstanty na měřené vodivosti. 
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12. MĚŘENÍ PESTICIDŮ 
 
Pro měření chlorovaných pesticidů bylo vytvořeno prostředí, které mělo zvýšit účinky 
enzymu Dehalogenázy, o kterém je pojednáno níže ( v kapitole 12.3). Byl proto namíchán 
pufr, ve kterém lze pomocí výchozích složek nastavit hodnotu pH. 
Do roztoku pufru byl přidán enzym dehalogenáza LinB, což je enzym izolovaný z bakterie 
Sphingobium japonicum UT26. Dehalogenázy byly popsány jako bakteriální enzymy 
schopné odštěpovat z halogenovaných uhlovodíků právě halogen, v našem případě ionty 
chlóru, které zvyšují vodivost roztoků. Z tohoto důvodu bylo tedy možné dehalogenázy 
využít pro navržení nového biosenzoru k detekci chlorovaných pesticidů. Navíc je velmi 
dobře rozpustná, což bylo důležité pro samotné měření.   
Následně byl do roztoku přidán chlorovaný uhlovodík 1-chlorhexan (dále pouze 
chlorhexan), který je tímto enzymem štěpen, vznikají chloridové anionty, které ovlivňují 
vodivost roztoku i při relativně malých koncentracích.  
Měření bylo prováděno na dvou přístrojích, prvním byl profesionální R-C metr  Agilent 
4284A. Jako druhý byl použitý µkonduktometr, který je osazen čipem ASIC vytvořeným 
na Ústavu mikroelektroniky, FEKT, VUT v Brně. 
 
12.1. OVĚŘENÍ FUNKCE HALOALKAN DEHALOGENÁZY 
Aby byla ověřena správnost teoretických předpokladů, na kterých je měření založeno, bylo 
nutné provést zvláštní měření. Samotný enzym je totiž velmi vodivý a jeho přidáním        
do pufru v koncentraci, která zaručuje efektivní průběh reakce, poklesá měřená hodnota 
odporu roztoku až o 150 Ω. Nárůst vodivosti vyvolaný samotnými anionty chloru, které 
jsou uvolněny z přidaného pesticidu, není tak velký, protože je pesticid dodán do roztoku 
ve velmi malém množství. Měřitelnost koncentrace pesticidu v roztoku by byla tedy 
snadno zpochybnitelná, protože již zmíněný nárůst vodivosti by mohl být označen za 
nárůst způsobený pouze enzymem, nikoli pesticidem. 
Bylo tedy správné provést měření v roztoku čistého pufru, do kterého byl přidán samotný 
enzym a nakonec až látka zastupující pesticid, chlorhexan. Obtížnost měření spočívala 
v samotné reakci enzymu s chlorhexanem, protože bylo nutné udržovat zvýšenou teplotu 
roztoku po celou dobu reakce, která trvala 60 minut. Navíc bylo nutné celý systém uzavřít, 
aby se chlorhexan neuvolňoval do okolí a významně tak nesnížil svou koncentraci 
v roztoku. 
Pro vlastní měření byly zvoleny tři koncentrace použitého chlorhexanu, aby byl ověřen  
měřitelný rozsah koncentrací ( c = 570nM – 28,93µM).  
A dvě koncentrace enzymu, aby byla ověřena hypotéza fce enzymu jako katalyzátoru, 
v závislosti na jeho použitém množství ( c = 458nM – 91,633nM).  
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Časový průběh měření je vynesen v grafu 13. Z hlediska času může být průběh rozdělen   
do tří částí: I. část je základní, hodnota změřeného odporu odpovídá čistému pufru, v II. 
části byl přidán do pufru enzym a v III. části je přidán do roztoku i chlorhexan.  
 
 
Graf 13: Časová závislost odporu měřeného roztoku v průběhu reakce. 
 
První naměřený průběh (označený růžovou barvou) znamená roztok s  koncentrací enzymu 
458 nM a chlorhexanu 28,93 µM a měl za úkol ověřit správnost měření. Lze pozorovat, že 
po přidání enzymu v II. části, nastává pokles odporu o 161 Ω. Další pokles, v III. části, již 
způsobují uvolněné chloridové ionty z přidaného chlorhexanu. Velikost poklesu odporu 
roztoku činí ∆R = 39 Ω.  
Druhý průběh (označený fialovou barvou) je měřený se stejnou koncentrací chlorhexanu, 
ale s podstatně nižší koncentrací přidaného enzymu C = 91,633 nM. Účelem měření bylo 
prokázat, že stejné množství chlorhexanu lze štěpit s podstatně menším množstvím enzymu 
a nezpůsobit tedy tak velký úbytek odporu samotným enzymem. Pokles odporu enzymem 
činí 33 Ω, pokles odporů způsobený chlorovými ionty uvolněnými z chlorhexanu činí 
∆R=17 Ω. Rozdíl úbytku odporu oproti prvnímu měření je zřejmě způsoben uvolňováním 
chlorhexanu do okolí roztoku, protože i přes uzavření nádoby nebylo možné zamezit 
uvolňování do prostoru pod uzávěrem. Dále je také patrná nižší rychlost reakce, protože 
přechod již není tak strmý, jako v předchozím případě.   
Poslední dva průběhy (označeny modrou a červenou barvou) reprezentují skutečnost, kdy  
byl do pufru přidán enzym v původní koncentraci c = 458 nM, ale koncentrace 
chlorhexanu byla mnohem nižší, a to C1 = 570 nM a C2 = 1800 nM. Pokles odporu roztoku 
po přidání enzymu nyní činil 149 Ω, po přidání chlorhexanu činil v prvním případě  
∆R1 = 8 Ω a ∆R2 = 10 Ω.  
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Z provedených měření vyplývá, že pro použitelnost navržené metody měření, bude nutné 
experimentálně stanovit optimum použitého množství enzymu tak, aby nebyla nadměrně 
ovlivněna vodivost měřeného roztoku, ale aby byl měřený pesticid štěpený co nejdříve       
a uvolněné množství chloridových iontů dobře pozorovatelné. Vhodným množstvím 
enzymu lze také částečně zabránit zbytečnému uvolňování chlorhexanu do okolí roztoku. 
 
Výpočet koncentrací: 
 
Koncentrace enzymu: 
Základní koncentrace :                              
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Z tohoto základu byly vytvořeny dva zásobní roztoky pro měření 
s koncentracemi C31 a C32: 
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Po vmíchání do pufru o objemu V2 = 5 ml byly vytvořeny tyto koncentrace enzymu: 
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Koncentrace chlorhexanu: 
Základní roztok chlorhexanu měl koncentraci 0,1%, což odpovídá c = 7,29 mM. 
Tato byla doředěna obdobně jako enzym na tři zásobní roztoky o koncentracích: 
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Po vmíchání do pufru s roztokem enzymu o objemu V2 = 5,02 ml byly vytvořeny tyto 
koncentrace chlorhexanu: 
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12.2. MIKROKONDUKTOMETR 
µkonduktometr, zobrazený na obrázeku 25A, byl navržen pro měření elektrických 
vlastností roztoků na Ústavu mikroelektroniky, FEKT, VUT v Brně. Byl vyzkoušen pro 
měření s nově připravenými senzory. 
 Elektronické obvody jsou realizovány integrovaným obvodem ASIC. Stěžejními částmi 
systému jsou zdroj proudu s přepínatelným rozsahem, operační zesilovač s kompenzací 
ofsetu a spínače umožňující změnu polarity proudu tekoucího senzorem vzhledem               
k metodě bipolárního pulsu. Nastavitelné proudové rozsahy jsou 1 µA, 10 µA, 100 µA       
a 1 mA. [ 13 ] 
Generované hodinové signály z digitální části jsou potřebné pro řízení analogové části 
µkonduktometru. 
 Konkrétně jsou hodinové signály určené pro řízení CMOS spínačů, které zajišťují 
správnou funkci µkonduktometru. Jsou zde hodinové signály, které jsou určeny pro 
generování bipolárního pulsu. Dále jsou zde hodinové signály potřebné k odpojení nebo 
připojení vzorkovacího obvodu a obvodu generující bipolární puls. Další hodinový signál 
slouží k odpojení nebo připojení proudové větve do obvodu generující bipolární puls. Jeho 
topologie je navržena na ploše 5,4 mm2 a celkem je uživateli k dispozici 16 vývodů. 
Vytvořený ASIC lze rozdělit na dvě části, a to digitální a analogovou. Analogová část 
zajišťuje zpracování analogových veličin včetně měronosného signálu                                 
z elektrochemického senzoru. Digitální část řídí analogovou, zejména časování celého 
systému. Na obrázku 25B je znázorněno blokové schéma obvodu[13].  
µkonduktometr měří pouze reálnou část impedance roztoku. Měřené roztoky jsou 
průměrovány. Měření probíhá při frekvenci měřícího signálu f = 15kHz. Maximální 
měřitelná hodnota je 90 kΩ [13].   
 
Obrázek 24: A: µkonduktometr, B: Blokové schéma ASIC [ 13 ]. 
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12.3. PŘÍPRAVA MĚŘÍCÍCH ROZTOKŮ 
Aby bylo možné otestovat jednotlivá čidla vzhledem k citlivosti i reprodukovatelnosti 
měření, bylo nutné provést měření s různými přídavky enzymu a chlorhexanu. Proto bylo 
pro následující měření nutné připravit měřící roztoky o různých koncentracích. 
 
Fosfátový pufr je roztok, jehož koncentrací lze nastavit hodnotu pH v rozmezí 6 – 8. 
Roztok A : 0,2mM K2HPO4  
                                            [ M ] = 174,17 
                                            m = 3,483g na 100ml 
                                            pH = 8,5 
                                             
Výsledný roztok pufru byl  namíchán s hodnotou pH = 7,8.  
Vytvořený pufr sloužil jako základní roztok pro všechna měření. Proto jej všechny ostatní 
roztoky obsahují.  
 
Roztok enzym – pufr – chlorhexan : 
C6H13Cl : M = 120,624 g.mol-1 
           ρ = 0,879g.ml-1  
 
                koncentrace vstupního roztoku 0,1% 
přepočet: 100 % …… 100,1ml  →  0,1ml C6H13Cl + 100ml pufru 
                0,1 ml  C6H13Cl  ……na 100ml pufru 
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Toto je koncentrace roztoku, který byl přimícháván do pufru v dávkách 1,2,5,10 a 20 µl.  
 
65 
 
Uvažujeme-li první přídavek, byla výsledná koncentrace roztoku : 
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Pokud bude mít první dávka přídavku objem V1 = 1 µl respektive 20 µl , pak c3 = 1,46 µM 
respektive 29,04 µM. Bude-li mít poslední dávka přídavku objem V1 = 1 µl respektive 20 
µl, pak bude c3 = 14,6 respektive 280,38 µM. Velikost jednotlivých přídavků je uvedena 
v následující tabulce (tab.3). 
Tabulka 3: Koncentrace jednotlivých přídavků 
Koncentrace jednotlivých přídavků  
přídavek 1µM 2µM 5µM 10µM 20µM 
1 1,46 2,91 7,28 14,55 29,04 
2 2,91 5,83 14,55 29,04 57,86 
3 4,37 8,74 21,8 43,48 86,44 
4 5,83 11,65 29,04 57,86 114,8 
5 7,28 14,55 36,27 72,18 142,94 
6 8,74 17,45 43,48 86,44 170,86 
7 10,19 20,36 50,68 100,65 198,56 
8 11,65 23,25 57,86 114,8 226,05 
9 13,1 26,15 65,02 128,9 253,32 
10 14,55 29,04 72,18 142,94 280,38 
 
 
Roztok enzym - pufr :  
LinB : M = 33 105 g.mol-1 
            m = 7,6 mg 
            V = 1l   
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Vznikly tak roztoky o koncentracích 23; 11,5; 5,75; 2,9 a 1,5 mM  
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12.4. MĚŘENÍ V PUFRU POMOCÍ  µKONDUKTOMETRU 
Do roztoku pufru ohřátého na teplotu 25°C byly za stálého míchání přidávány roztoky 
enzym-fosfát nebo enzym-fosfát-chlorhexan. Tyto roztoky byly postupně přidávány 
v dávkách o objemu 20µl. V tomto roztoku byla provedená měření pomocí 
µkonduktometru. Ten byl připojen přes USB rozhraní k PC a naměřené hodnoty byly 
zachytávány do souborů. Do základního roztoku pufru byly přidávány jednotlivé dávky, 
takže se koncentrace enzymu v pufru postupně zvyšovala a hodnota naměřeného odporu 
postupně klesala. Po vynesení naměřených hodnot do grafu byly získány následující 
průběhy, grafy 14 a 15. Jednotlivé křivky odpovídají přídavkům výše zmíněných 
koncentrací, které byly do roztoku postupně přidávány.  
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Graf 14 : Časové průběhy naměřených hodnot odporů v roztoku enzymu. 
 
Pokud  se podíváme na průběhy v grafu 14, lze vidět, že počáteční hodnoty mají během 
měření velmi velký rozptyl a přírůstek velmi prudce kolísá. Kolísání se nedá zamezit ani 
po provedení korekce ani průměrováním naměřených hodnot. Naproti tomu po přidání 
zreagovaného roztoku enzym – chlorhexanu, graf 15 lze vidět jistou stabilitu v oblasti 
počáteční hodnoty i velikosti přírůstku odporu.  
67 
 
I přestože jednotlivá měření vycházela pokaždé z čistého pufru, můžeme vidět na detailním 
obrázku 25, že se naměřená počáteční hodnota pohybuje v rozsahu 2650 až 2665Ω.  
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Graf 15 : Časové průběhy naměřených hodnot odporů v roztoku enzym-chlorhexan. 
 
Tento rozptyl počátečních hodnot není zřejmě způsoben chybou senzoru, ale možnými 
nečistotami, které se do pufru mohly dostat v průběhu přípravy na měření i přes zvýšenou 
opatrnost a pečlivost při čištění chemického nádobí. Diferenční měření tento problém 
odstraňuje. 
 
 
Obrázek 25: Detail výchozích hodnot. 
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Také je zde patrný jistý rozptyl hodnot vlivem šumu elektrochemického děje a citlivých 
obvodů. Může být také přičten účinek vlivu magnetického míchadla. Proto je nutné, i když 
je rozkmit malý, hodnoty před vyhodnocením filtrovat pomocí průměrování určitého počtu 
hodnot. 
Velikost přírůstku není konstantní, protože s každou novou dávkou přídavku neměníme 
pouze koncentraci vzorku, ale zároveň navyšujeme i celkový objem    a to s každou dávkou 
o 20 µl. Celkově se tedy změní objem z původních 5 ml na 5,2 ml. Toto způsobuje 
postupnou změnu koncentrace, se kterou je potřeba počítat. Jak se přírůstek koncentrace 
postupně mění, je patrné na grafu 16. Je zde patrné, že největší přírůstky jsou právě 
v prvních okamžicích měření. Se zvyšujícím se počtem přídavků se roztok stále více 
zřeďuje a velikost přírůstku, v důsledku zvětšujícího se objemu, neustále klesá. 
 
 
Graf 16 : Vliv změny velikosti přírůstku odporu na jeho pořadí.  
  
Proto bylo nutné provést korekci o vzniklou změnu koncentrace přídavku. Jejím provedení 
eliminujeme chybu vznikající s každým novým přídavkem. Pokud nezapočítáme přírůstek 
objemu, ve výsledné změně koncentrace se to výrazně projeví chybou u většího počtu 
přídavků, jak ukazuje graf 17. 
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Graf 17 : Vliv změny přírůstku koncentrace na objemu.   
 
Po provedené korekci mohou být vyneseny oba průběhy změny odporu v závislosti na 
koncentraci do grafů. Průběh pro roztok chlorhexanu - enzym je v grafu 18, na ose x je 
vynesená koncentrace chlorhexanu. 
 
 
Graf č.18 : Závislost změny odporu na koncentraci pro přídavky roztoku enzym - 
chlorhexan. 
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Pak rovnice regrese má tvar (12.10):  
                                                y =  5,84.10+05x + 8,09                                                  (12.10) 
s rozptylem (12.11): 
                                                R2 = 0,984                                                                     (12.11) 
 
Následně do grafu 19 byl vynesen průběh změny odporu v závislosti na koncentraci pro 
roztok enzymu. Na ose x  je koncentrace enzymu. 
 
Rovnice regrese má tvar (12.12):  
                                                 y = 2,68.10+04x + 21,8                                                  (12.12) 
s rozptylem (12.13): 
                                                 R2 = 0,977                                                              (12.13) 
 
 
Graf 19 : Závislost změny odporu na koncentraci pro přídavky roztoku enzymu. 
 
Bude-li srovnán rozdíl mezi měřením s přídavky čistého enzymu a enzymu s chlorhexanem 
po proběhlé reakci, je patrná nižší směrnice průběhu jmenovaného druhého v pořadí. To 
znamená že i přes vysokou vodivost samotného enzymu je změna způsobená reakcí 
s chlorhexanem dobře pozorovatelná, s rostoucí koncentrací chlorhexanu klesá odpor 
rychleji. Lze tedy sledováním změn zjistit přítomnost chlorhexanu v roztoku.   
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12.5. MĚŘENÍ  POMOCÍ PŘÍSTROJE AGILENT 
Do roztoku pufru ohřátého na teplotu 25°C byly za stálého míchání přidávány roztoky 
enzym-fosfát nebo enzym-fosfát-chlorhexan. Tyto roztoky byly postupně přidávány 
v dávkách o objemu 20 µl. V tomto roztoku byla prováděna měření pomocí námi 
vytvořených senzorů a přístroje Agilent 4284A. Ten byl připojen přes USB rozhraní k PC 
a naměřené hodnoty byly zachytávány do souborů. Do základního roztoku pufru byly 
přidávány přídavky, takže se koncentrace enzymu v pufru postupně zvyšovala a hodnota 
naměřeného odporu postupně klesala. Přístroj navíc měnil i frekvenci měřícího signálu. 
V zaznamenaných charakteristikách, graf 20, pak vznikala lokální maxima, která jsou 
způsobena impedančním chováním elektrochemického článku, které je podobné jako         
u sérioparalelní kombinace rezistoru a kondenzátoru na obrázku 5. Tato maxima se musí 
objevit v každém průběhu a vznikají v důsledku přechodu difúzního přenosu náboje přes 
dvojvrstvu na povrchu elektrody, která má na těchto kmitočtech malou reaktanci. Pro naše 
měření byla proto tato maxima klíčová a hodnoty určené k dalšímu zpracování byly brány 
právě z těchto bodů.  
 
 
 
Graf 20 : Závislost kapacitní reaktance na odporu pro různé koncentrace, lok. maxima. 
 
 
Jak je patrné v grafu 20, jsou zobrazené průběhy v důsledku množství zachycených dat 
nepřehledné. Omezení souboru zkoumaných hodnot pouze na lokální maxima vede nejen 
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ke zpřehlednění, ale také k lepší porovnatelnosti reprodukovatelnosti měření.                  
Lze porovnávat přírůstky vodivosti pro jednotlivé přídavky do roztoku vedoucí k nárůstu 
koncentrace. Hodnoty přírůstku vodivosti pak byly průměrovány a výsledky vyneseny      
do grafu v závislosti na změně celkové koncentrace, graf 21. V tomto grafu jsou vyneseny 
naměřené hodnoty pouze pro roztok enzym-pufr, hodnoty koncentrace jsou vyšší než         
u roztoku s chlorhexanem, protože bylo potřeba použít efektivní množství enzymu. Tedy 
takové množství, aby byla rychlost reakce dostatečně vysoká a nárůst vodivosti, způsobený 
enzymem, byl ještě zaznamenatelný.   
Následně byla provedena korekce o změnu koncentrace způsobené změnou celkového 
objemu roztoku o přídavky, které se ve výsledku projevily vzrůstem objemu z 5 ml           
na 5,2 ml. 
 
 
 Graf 21 : Závislost velikosti změny vodivosti na celkové změně koncentrace - enzym.  
 
Rovnice regresí pro enzym mají tvar:  
                                         senzor 1 :     y =  40,215 ln x +339,83                        (12.14) 
                                         senzor 2 :     y =  36,611 ln x +314,54                        (12.15) 
Z tvaru průběhů zobrazených v grafu 21, lze usoudit, že velikost přírůstku odporu             
se zvyšující koncentrací má jakousi mez nasycení. Nejstrmější část křivky je v oblasti 
nejmenších hodnot koncentrací, kde je průběh lineární a dá se usuzovat, že konstantní 
velikost změny koncentrace vyvolá konstantní přírůstek hodnoty odporu. 
V následujícím grafu 22 jsou vyneseny změny odporu v závislosti na změně celkové 
koncentrace pro roztok enzym – chlorhexan, na ose je uvedená koncentrace chlorhexanu. 
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Graf 22 : Závislost velikosti změny vodivosti na celkové změně koncentrace, enzym – 
chlorhexan. 
 
Rovnice regresí pro roztok enzym – chlorhexan mají tvar:  
                                       senzor 1 :     y =  34,542 ln x +380,3                            (12.16) 
                                       senzor 2 :     y =  39,16 ln x +435,7                              (12.17)           
Aby bylo možné ověřit reprodukovatelnost měření senzorů, byla provedena stejná měření 
s jiným senzorem, který pochází z jiné výrobní série. Naměřené hodnoty byly porovnány, a 
to jak pro jednotlivé průměrné přírůstky odporu u měření v roztocích chlorhexanu a 
enzymu, tak i čistého enzymu. Výsledkem je zjištění, že maxima rozdílů mezi oběma čidly  
se mohou různit až o 30 Ω. To znamená, že při výměně čidla bude nutná korekce pomocí 
kalibračního roztoku. 
Zjištěné průběhy změny vodivosti v závislosti na koncentraci mají jiný typ závislosti. Bylo 
výhodné vynášet vodivost a použít logaritmický průběh, protože tato regresní křivka daný 
průběh nejlépe popisovala. Tento rozdíl byl způsoben rozdílem frekvence měřícího 
signálu, který je pro µkonduktometr napevno nastavený na hodnotu f  = 15 kHz, kdežto 
RLC metr může měřit v celém spektru. Hodnoty určené k zpracování byly vybírány 
z lokálních maxim, jejichž hodnota byla naměřena při frekvencích f = 600 Hz až 30 kHz.  
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13. ZÁVĚR 
Záměrem této práce bylo za použití enzymu dehalogenázy a pomocí elektrochemické 
impedanční spektroskopie vytvořit měřící metodu pro elektrochemické měření přítomnosti 
chlorovaného pesticidu s důrazem na limit jeho detekce.  
Pro tato měření byly vyrobeny planární hřebínkové elektrody metodou tlustých vrstev. 
Pro zlepšení jejich vlastností i reprodukovatelnosti vlastního měření byla na některých 
provedena jejich galvanizace. Na jejich povrchu tak vznikla homogenní vrstva platinové 
černi, která částečně zanesla póry, které vznikly na povrchu při výpalu, a tím byl snížen 
rozptyl a zároveň i zvýšena velikost plochy elektrod u jednotlivých senzorů. S takto 
připravenými senzory, galvanizovanými i negalvanizovanými, byla prováděna impedanční 
měření. 
Za účelem srovnání vlastností galvanizovaných a negalvanizovaných senzorů byla 
prováděna měření v roztocích chloridu draselného. A to především s ohledem na jejich 
citlivost a reprodukovatelnost měření. Měření bylo provedeno na LRC metru, který 
umožňoval měřit v daném spektru frekvencí. Z naměřených průběhů byly k dalšímu 
zpracování brány pouze hodnoty z lokálních maxim, protože právě zde je hodnota 
kapacitní reaktance minimální. Na základě zjištěné závislosti změny odporu na koncentraci 
lze konstatovat, že galvanicky upravené senzory mají lepší reprodukovatelnost měření. 
Dále byly zjištěny závislosti odporu roztoku na změřené vodivosti a frekvenci měřícího 
signálu. Tyto mají mírný exponenciální průběh podle teoretických předpokladů ze vztahů 
(8.8) a (8.9). Vzájemná závislost změřené vodivosti a frekvence měřícího signálu je 
aproximována lineární přímkou.  
Z průběhu článkové konstanty v závislosti na měřené vodivosti byl stanoven měřící rozsah 
senzorů jako γ = 10 – 1000 µS/cm. Hodnota článkové konstanty určená z geometrických 
rozměrů je KCELL = 0,59 cm-1, její rozptyl v určeném měřícím rozsahu se pohybuje 
v rozmezí KCELL = 0,54 - 0,61 cm-1. Pro daný měřící rozsah byla spočtena relativní chyba 
měření, její hodnota je δTP = 2 % pro oba typy senzorů. Následně byla článková konstanta 
v závislosti na vodivosti a frekvenci měřícího signálu vynesena do trojrozměrných grafů. 
Zde je patrný měřící rozsah senzorů, pro které je článková konstanta s hodnotou 
KCELL = 0,59 cm-1 použitelná.  
Po těchto základních měřeních byla provedena samotná měření v roztocích chlorovaných 
pesticidů, zastoupených 1-chlorhexanem. Měření byla prováděna  v roztocích připraveného 
pufru, ve kterém byla nastavena hodnota pH = 7,8. Prvotní měření monitorovalo časový 
průběh reakce. Jeho účelem bylo potvrdit funkci enzymu haloalkan dehalogenázy a zjistit 
minimální koncentraci, kterou lze ještě připravenými senzory změřit. Minimální 
koncentrace 1-chlorhexanu změřená s úbytkem ∆R = 8 Ω je C = 570 nM.  
V závěru byla provedena postupná měření, kde byly do roztoku pufru za stálého míchání 
a stálé teploty přidávány roztoky enzymu a 1-chlorhexanu zreagovaného s enzymem. Tato 
měření byla prováděna na dvou přístrojích, a to na LRC metru firmy Agilent a na 
µkonduktometru, který byl vyroben v Ústavu mikroelektroniky, FEKT, VUT v Brně. I přes 
75 
vysokou vodivost samotného enzymu je změna způsobená reakcí s 1-chlorhexanem dobře 
pozorovatelná, s rostoucí koncentrací 1-chlorhexanu klesá odpor rychleji. Lze tedy 
sledováním změn, pomocí diferenčního měření, zjistit přítomnost chlorhexanu v roztoku. 
Pro tato měření, ve výše stanoveném měřícím rozsahu, lze použít µkonduktometr. 
 Vytvořenými senzory byla provedena elektrochemická impedanční spektroskopie. Tyto 
senzory jsou schopny měřit v rozsahu vodivosti γ = 10 – 1000 µS/cm s relativní chybou 
δTP = 2 %. Měřitelný rozsah koncentrací chlorovaných pesticidů zastoupených                      
1-chlorhexanem je C = 570nM – 6 mM. Ve stanoveném měřícím rozsahu lze k měření 
využít i µkonduktometr vyrobený v Ústavu mikroelektroniky, FEKT, VUT v Brně. 
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